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La diffusion des entérobactéries multirésistantes aux antibiotiques (MDR) à l’échelle 
mondiale constitue une menace de santé publique majeure. Résistantes à au moins trois 
classes d’antibiotiques, les entérobactéries MDR entraînent des infections échappant aux 
traitements de première intention. La première partie de ce travail s’intéresse à 
l’épidémiologie moléculaire des souches d’entérobactéries MDR isolées dans les infections et 
les colonisations des patients hospitalisés en Languedoc-Roussillon, en France, et dans un 
pays où cette épidémiologie est encore peu connue, l’Algérie. Nous avons montré, dans notre 
région et au niveau national, que la résistance aux carbapénèmes était essentiellement liée à 
des modifications de la perméabilité membranaire (87,4% des entérobactéries résistantes, au 
niveau national).  
Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons étudié les modulations de la perméabilité 
membranaire et de l’efflux chez Escherichia coli ST131, l’exemple-type d’un clone MDR. 
Nous avons montré que ce clone mondial présentait une remarquable adaptabilité à la 
pression antibiotique. Cette adaptabilité avait un impact significatif sur la virulence et le 
fitness de E. coli. Les capacités de formation de biofilm et la virulence chez Caenorhabditis 
elegans étaient augmentées chez les souches de phénotypes « efflux ». Inversement, les 
souches de phénotypes « imperméabilité » présentaient un faible potentiel de virulence, 
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The spread of multidrug-resistant Enterobacteriaceae (MDR) is a major public health threat 
worldwide. Resistant to at least three classes of antibiotics, MDR Enterobacteriaceae cause 
infections for which first-line treatments are inefficient. The first part of this work focused on 
the molecular epidemiology of MDR Enterobacteriaceae strains isolated in infections and 
colonizations of patients hospitalized in Languedoc-Roussillon, in France and in Algeria, a 
country where few data are currently available. We showed in our region and nationally, that 
resistance to carbapenems was mainly due to changes in membrane permeability (87.4% of 
resistant Enterobacteriaceae, nationally). 
In the second part of this work, we studied the modulation of membrane efflux and 
permeability in the quintessential example of an international MDR high-risk clone, 
Escherichia coli ST131. We showed that this global clone had a remarkable adaptability to 
antibiotic pressure. This adaptability had a significant impact on the virulence and the fitness 
of E. coli. The biofilm formation and virulence capacities in Caenorhabditis elegans model 
were increased in strains overexpressing an efflux system. Conversely, the strains with altered 
porins expression had a low potential virulence, associated with a significant reduction in 
biofilm formation and swimming motility. 
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AAC  « Aminoglycoside N-ACetyltransferase » 
ABC   « ATP Binding Cassette » 
acr   Acriflavine 
ADN   Acide DésoxyriboNucléique 
ANT  « Aminoglycoside O-NucleotidylTransferase »  
APH  « Aminoglycoside O-PHosphotransferase »  
ARN   Acide RiboNucléique 
ARNm   Acide RiboNucléique messager 
BLSE  β-Lactamase à Spectre Etendu 
BMR  Bactérie MultiRésistante 
BHRe  Bactérie Hautement Résistante émergente 
C3G   Céphalosporine de 3ème Génération 
CHDL   « Carbapenem-Hydrolyzing class D β-Lactamase » 
CHT  « fumC fimH typing » 
CMI  Concentration Minimale Inhibitrice 
CMP  Chloramphénicol 
CMY  « β-Lactamase active on CephaMYcins » 
CTX-M  CéfoTaXimase-Munich 
DHA  « Dhahran Hospital » 
DHFR   DiHydroFolate Réductase 
DHPS  DiHydroPtéroate Synthétase 
EAEC      « EnteroAggregative E. coli » (E. coli entéroagrégatif)  
EARS-Net  « European Antimicrobial Resistance Surveillance network » 
EBLSE  Entérobactérie productrice de β-Lactamase à Spectre Etendu 
ECDC  « European Centre for Disease Prevention and Control » 
EHEC     « EnteroHaemorrhagic E. coli (E. coli entérohémorragique) 
EIEC     « EnteroInvasive E. coli » (E. coli entéroinvasif) 
EPC   Entérobactérie Productrice de Carbapénémase 
EPEC     « EnteroPathogenic E. coli » (E. coli entéropathogène) 
ETEC     « EnteroToxigenic E. coli » (E. coli entérotoxinogénique) 
ETP      Ertapénème    
ExPEC    « Extraintestinal Pathogenic E. coli » (E. coli pathogènes extra- 
     intestinaux) 
fimHTR  « fimH Typing Region » 
FOX  Céfoxitine 
GES     « Guyana Extended-Spectrum β-lactamase » 
IBC  « Intracellular Bacterial Community » (Communauté bactérienne 
  intracellulaire)  
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IMP  IMiPénémase 
InVS  Institut national de Veille Sanitaire 
IS  « Insertion Sequence » (Séquence d'insertion)  
KPC  « Klebsiella pneumoniae Carbapenamase » 
LB  Milieu Luria Bertani 
MALDI-TOF « Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass 
  Spectrometry » 
mar   « multiple antibiotic resistance » 
MATE   « Multidrug and Toxic Compound Extrusion » 
MBL   Métallo-β-Lactamase 
MDR   « Multi-Drug Resistance » (Multirésistance aux antibiotiques) 
MFS   « Major Facilitator Superfamily »  
MH  Milieu Mueller Hinton 
MLST  « Multi-Locus Sequence Typing » 
MNEC    « Meningitis Associated E. coli » (E. coli associé à des méningites)  
NDM     « New Delhi Metallo-β-lactamase » 
OMS     Organisation Mondiale de la Santé  
ONERBA    Observatoire national de l'épidémiologie de la résistance bactérienne 
     aux antibiotiques  
OXA     OXAcillinase 
PAβN     Phénylalanine Arginine-β-Naphthylamide   
PAI     « PAthogenicity Island » (Ilot de pathogénicité) 
PAP     « Pyelonephritis-Associated Pili » Pili associé à une pyélonéphrite  
PER  « Pseudomonas Extended Resistance » 
PLP  Protéines de Liaison aux Pénicillines  
pb   paire de bases 
PCR  « Polymerase Chain Reaction » 
PFGE  « Pulsed Field Gel Electrophoresis » (Electrophorèse en champ pulsé) 
PMQR  « Plasmid-Mediated Quinolones Resistance »  
QIR  « Quiescent Intracellular Reservoir » (Réservoir intracellulaire  
  quiescent) 
QRDR  « Quinolone Resistance-Determining Region »  
RND  « Resistance Nodulation Division »  
SHV  « SulfHydryl reagent Variable »  
SMR   « Staphylococcal Multiresistance »  
SNP  « Single Nucleotide Polymorphism » 
sox  « superoxide stress response » 
ST   « Sequence Type » (Séquençotype) 
TEM  Temoneira 
UPEC     « UroPathogenic E. coli » E. coli uropathogène  
VEB     « Vietnam Extended-spectrum β-lactamase » 
VIM     « Verona Integron-encoded Metallo-β-lactamase » 
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Depuis le début des années 2000, l’incidence globale des entérobactéries productrices de β-
lactamases à spectre étendu (EBLSE) a augmenté dans de nombreux pays, au point que l’on 
parle désormais de pandémie d’EBLSE (1). Cette situation constitue un problème de santé 
publique car ces bactéries, non seulement résistantes à la plupart des β-lactamines, présentent 
souvent des résistances associées à d’autres classes d’antibiotiques utilisées en thérapeutique 
humaine, en particulier les fluoroquinolones, les aminosides et l’association 
sulfaméthoxazole-triméthoprime (2).  
Au cours de la dernière décennie, les souches d’Entérobactéries Productrices de 
Carbapénémase (EPC) ont également émergé et sont devenues endémiques dans certaines 
régions du globe (3, 4). Les carbapénèmes comptant parmi les rares molécules encore actives 
en cas d’infections à EBLSE (5), la diffusion de souches capables de les hydrolyser est 
particulièrement préoccupante, car elle conduit à des situations d’échecs thérapeutiques (4, 6). 
Le premier objectif de ce travail sera d’étudier l’épidémiologie moléculaire de la 
multirésistance aux antibiotiques (MDR) des souches d’entérobactéries isolées dans les 
infections et les colonisations des patients hospitalisés en Languedoc-Roussillon, en France, 
et dans un pays où cette épidémiologie est peu connue, l’Algérie. Les animaux destinés à la 
consommation humaine constituant un réservoir potentiel de résistance aux antibiotiques, 
nous nous intéresserons également à la prévalence de la MDR chez la volaille, en Algérie.  
 
Au sein des entérobactéries, Escherichia coli est devenu progressivement l’espèce la plus 
concernée par l’émergence des « nouvelles » BLSE: les CTX-M (1, 7). Les E. coli 
uropathogènes (UPEC) sont la principale étiologie des infections du tractus urinaire, à la fois 
en milieux communautaire et hospitalier (8). En raison de l’abondance et du caractère 
ubiquitaire de E. coli, de la fréquence des infections communautaires et associées aux soins 
dans lesquelles cette espèce est impliquée, la diffusion des CTX-M chez E. coli inquiète 
grandement la communauté scientifique et médicale (9, 10).  
En 2008, un clone de séquençotype 131 a été identifié sur 3 continents (11). Il a été montré, 
en 2010, que ce clone était à l’origine de la majorité des infections à E. coli multirésistants 
(MDR) (12). Au sein des E. coli ST131, un sous-clone majeur a rapidement diffusé. Ce sous-
clone, dénommé H30-Rx, se distingue par l’expression de l’allèle 30 de fimH (codant pour 
l’adhésine des fimbriae de type 1), la production de l’enzyme CTX-M-15 et la résistance aux 
fluoroquinolones par des mutations spécifiques de gyrA et parC (13). 
En plus des mécanismes d’hydrolyse enzymatique et de modification de cibles, la variation de 
l’influx et de l’efflux membranaires est un paramètre-clé de la résistance bactérienne aux 
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antibiotiques. Chez les entérobactéries, les systèmes d’efflux de type RND (« Resistance 
Nodulation Division ») jouent un rôle prépondérant dans la multirésistance. La surexpression 
de la pompe AcrAB-TolC entraîne chez les entérobactéries une résistance croisée aux β-
lactamines (notamment les molécules les plus lipophiles), aux quinolones, aux cyclines et au 
chloramphénicol (14). L’imperméabilité membranaire par défaut d’expression des porines 
(OmpC et OmpF chez E. coli) est associée à une diminution de sensibilité des β-lactamines 
(15). Les molécules les plus touchées sont les carbapénèmes, c’est-à-dire le traitement de 
choix des infections sévères à bacilles à Gram négatif multirésistants (5), et les céphamycines, 
une possible alternative dans le traitement des infections causées par EBLSE (16, 17).   
Si l’impact de la modulation de la perméabilité membranaire sur la virulence a été étudiée 
chez Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes ou Salmonella enterica (18–20), peu 
d’études se sont intéressées à cet impact chez E. coli, et aucune chez le clone pandémique 
ST131. Le deuxième objectif cette thèse sera de i) comprendre les mécanismes régulant la 
perméabilité membranaire de E. coli ST131 et ii) évaluer leur impact sur la mobilité, la 





























1   Multirésistance des entérobactéries aux antibiotiques 
1.1 Définition 
Depuis les débuts de l’utilisation des antibiotiques, les bactéries n’ont cessé de développer 
différentes stratégies de résistance. En Avril 2014, l'Organisation Mondiale de la Santé 
(OMS) a publié un texte intitulé « La résistance aux antimicrobiens : rapport mondial sur la 
surveillance en 2014 » (21). Le rapport met l'accent sur la résistance aux antibiotiques chez 
sept espèces bactériennes responsables d’infections graves, parmi lesquelles figurent E. coli et 
K. pneumoniae. 
Par définition, la multirésistance aux antibiotiques (MDR) caractérise les bactéries qui 
présentent une résistance, naturelle ou acquise, à au moins 3 classes d’antibiotiques (22). 
Echappant aux traitements de première intention, les infections à bactéries MDR entraînent un 
retard à la mise en place d’une antibiothérapie adaptée et contribuent à une augmentation de 
la mortalité des patients (23).  
D’une façon générale, la résistance acquise aux antibiotiques fait appel à trois grandes 
catégories de mécanismes :  
- inactivation de l’antibiotique liée à la production d’enzymes, 
- modification de la cible de l’antibiotique, 
- défaut d'accumulation de l'antibiotique, due soit à un défaut de pénétration intracellulaire 
(diminution de l’influx membranaire), soit à l’expulsion de l’antibiotique hors de la 
bactérie (efflux membranaire).  
1.2 Résistance par inactivation enzymatique de l’antibiotique 
Chez les entérobactéries, ce mécanisme de résistance majeur concerne plusieurs familles 
d’antibiotiques, principalement les β-lactamines et les aminosides, mais également les 
quinolones et le chloramphénicol. 
1.2.1 Résistance aux β-lactamines 
Les β-lactamines agissent par inhibition de la biosynthèse du peptidoglycane, réseau 
complexe formé de chaînes polysaccharidiques reliées entre elles par des ponts peptidiques, 
qui est un constituant essentiel de la paroi bactérienne. Les cibles moléculaires des β- 
lactamines sont des enzymes appelées « protéines de liaison aux pénicillines » (PLP), qui 
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catalysent des réactions de transglycosylation et de transpeptidation assurant la formation du 
peptidoglycane (24). L’inhibition de la synthèse de la paroi entraîne un arrêt de la croissance 
bactérienne (effet bactériostatique) tandis que l’effet bactéricide des β-lactamines est 
probablement lié à l’activation d’autolysines (25). 
Le principal mécanisme de résistance aux β-lactamines observé chez les entérobactéries est la 
production d’enzymes inactivatrices, qui hydrolysent la liaison amide au niveau du cycle β-
lactame, d’où leur nom de β-lactamases. Les β-lactamases, dont le support génétique peut être 
chromosomique ou plasmidique, sont produites à l’état de précurseur dans le cytoplasme et 
deviennent matures en perdant leur peptide signal lors de leur transfert à travers la membrane 
cytoplasmique. Comme elles ne peuvent pas franchir la membrane externe chez les bactéries à 
Gram négatif, elles restent concentrées dans l’espace périplasmique où elles inactivent les β-
lactamines avant que ces dernières n’atteignent leur cible.  
1.2.1.1 Classification des β-lactamases 
Au vu du nombre élevé de β-lactamases (voir le site : http://www.lahey.org/studies) et de la 
diversité de ces enzymes, plusieurs classifications ont été proposées. Deux d’entre elles sont 
actuellement utilisées : la classification structurale proposée par Ambler et la classification 
fonctionnelle de Bush (26, 27).  
La classification structurale d’Ambler définit 4 classes de β-lactamases selon la séquence en 
acides aminés de leur site actif (26). Bien qu’elle ne reflète pas bien la réelle diversité 
génétique et phénotypique des β-lactamases, cette classification a l’avantage d’être simple et 
stable dans le temps. Elle distingue : 
- les enzymes à sérine active: pénicillinases inhibées par l’acide clavulanique (classe A), 
céphalosporinases inhibées par la cloxacilline (classe C) et oxacillinases (classe D), 
- les métallo-enzymes à zinc inhibées par l’EDTA (classe B).  
La classification fonctionnelle de Bush a été élaborée en 1989 et réactualisée à deux reprises, 
en 1995 et 2010 (27, 28). Elle permet de classer les enzymes sur la base de leur profil de 
substrat et de leur sensibilité à l’action inhibitrice du clavulanate, du tazobactam et de 
l’EDTA.  
- Le groupe 1 regroupent les enzymes de la classe C d’Ambler, (ou céphalosporinases 
codées par les gènes ampC), qui ne sont pas inhibées par l’acide clavulanique. Les 
enzymes qui appartiennent au sous-groupe 1e dérivent le plus souvent des 
céphalosporinases chromosomiques par mutations ponctuelles et possèdent un profil de 
substrat étendu aux céphalosporines de 3ème génération (C3G). 
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- Le groupe 2 est de loin le plus vaste et comporte des β-lactamases le plus souvent inhibées 
par l’acide clavulanique. La plupart de ces enzymes ont un support plasmidique et toutes 
appartiennent à la classe moléculaire A, exceptées les oxacillinases qui appartiennent à la 
classe D. 
- Le groupe 3 regroupe les métallo-β-lactamases de la classe B conférant la résistance à la 
quasi-totalité des β-lactamines (pénicillines, céphalosporines et carbapénèmes) exceptés 
les monobactames et sont inhibées par les agents chélateurs (EDTA) mais pas par l’acide 
clavulanique. 
- Le groupe 4 rassemble moins d’une dizaine d’enzymes, peu rencontrées à ce jour, 
insensibles à l’acide clavulanique, et ne pouvant être classées parmi les autres groupes. 
 




         Tableau 1. Classification des β-lactamases selon Bush et Ambler (27).  
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1.2.1.2 Les β-lactamases à spectre étendu (BLSE) 
Les EBLSE ont été rapportées dès les années 1980 en Europe (30–32). Les BLSE possèdent 
un spectre de substrat large qui comprend les pénicillines, les céphalosporines ainsi que 
l’aztréonam, mais qui épargne les céphamycines et les carbapénèmes. La très grande majorité 
des BLSE sont des enzymes de la classe A d’Ambler qui sont inhibées par l’acide 
clavulanique et le tazobactam. Cette propriété se manifeste par une synergie entre les C3G, les 
céphalosporines de 4ème génération (C4G) ou l’aztréonam et l’acide clavulanique. C’est sur ce 
phénomène de synergie que reposent les différentes techniques de détection des BLSE de 
classe A, la plus courante étant la recherche d’une « image de synergie » entre un disque de 
C3G (ou C4G ou aztréonam) et un disque contenant de l’acide clavulanique. 
§ Les BLSE de type TEM et SHV 
Les premières BLSE dérivent des pénicillinases TEM-1 (Temoneira, nom du patient), TEM-2 
ou SHV-1 (« SulfHydryl reagent Variable ») par des mutations qui modifient la configuration 
du site actif de l’enzyme et entraînent un élargissement du spectre de substrat aux C3G, C4G 
et à l’aztréonam. SHV-1 correspond à un gène de pénicillinase chromosomique de 
K. pneumoniae transposé sur un plasmide. En revanche, l’origine de TEM-1 et TEM-2 reste à 
ce jour inconnue. 
Chez les β-lactamases de type TEM, les principales mutations responsables du phénotype 
BLSE surviennent aux positions 238 (Gly→Ser), 240 (Glu→Lys), 104 (Glu→Lys) et 164 
(Arg→Ser ou Arg→His) (Figure 1 et site http://www.lahey.org/studies) (33). A l’heure 
actuelle, les variants BLSE les plus fréquemment retrouvés au sein de cette famille sont TEM-
24, TEM-52 et TEM-4 (2). 
Au sein des enzymes de type SHV, les mutations les plus fréquemment impliquées dans le 
phénotype BLSE surviennent aux positions 238 (Gly→Ser) et 240 (Glu→Lys) (Figure 2 et 









Figure 1. Substitutions en acides aminés décrites chez les BLSE de type TEM (33). 




Figure 2. Substitutions en acides aminés décrites chez les BLSE de type SHV (33). 
*variant pénicillinase.  
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§ Les BLSE de type CTX-M 
Les enzymes de type CTX-M (actives sur le céfotaxime, décrites pour la première fois à 
Munich) sont des β-lactamases à sérine active de classe A. Leur première description date de 
1986 au Japon (34). L’enzyme avait alors été baptisée FEC-1 (« fecal E. coli »), avant d’être 
reliée plus tard à l’enzyme CTX-M-3 identifiée en Pologne (35).  
Les CTX-M hydrolysent préférentiellement le céfotaxime par rapport à la ceftazidime (35). 
Ce spectre d’activité est lié au fait que le site catalytique n’est pas accessible à la volumineuse 
molécule de ceftazidime, contrairement aux pénicillines, aux C1G, aux C2G et au céfotaxime. 
Cependant, un certain nombre de variants sont capables d’hydrolyser la ceftazidime (CTX-M-
15, CTX-M-16, CTX-M-27). Selon la similarité de leurs séquences protéiques, on recense 
environ 120 variants (35) qui se répartissent en 5 clusters (Figure 3): 
- CTX-M-1 (ou groupe 1) qui comprend notamment les variants CTX-M-1, -3, 10 et -15, 
- CTX-M-2 (ou groupe 2) qui comprend les variants CTX-M-2 et -44 (ou Toho-1), 
- CTX-M-8 (ou groupe 8), 
- CTX-M-9 (ou groupe 9) qui comprend les variants CTX-M-9, -14 et -27, 
- CTX-M-25 (ou groupe 25). 
Les analyses génétiques ont montré que les gènes progéniteurs appartiennent au genre 
Kluyvera, des entérobactéries rarement isolées en bactériologie médicale (35, 36). Ainsi le 
phylum CTX-M-2 dérive de la β-lactamase naturelle de K. ascorbata alors que le phylum 
CTX-M-8 provient de K. georgiana (37). Cette espèce serait également à l’origine du 
groupe 9 (38).  
De multiples mécanismes génétiques sont probablement impliqués dans la capture et la 
dissémination des gènes blaCTX-M, la séquence d’insertion ISEcp1 et les intégrons 












Figure 3. Dendrogramme des enzymes de type CTX-M (35). 
 
Depuis le début des années 2000, l’épidémiologie mondiale des EBLSE a été bouleversée. 
Les CTX-M sont actuellement les BLSE les plus répandues dans le monde (1, 2). Elles ont 
supplanté les enzymes qui étaient dominantes depuis l’apparition des BLSE en 1984, c’est-à-
dire les BLSE dérivées des pénicillinases TEM et SHV. La répartition des différents clusters 
varie en fonction des régions du globe (1, 41), les groupes 1 et 9 étant les plus représentés en 
Europe, en particulier les variants CTX-M-3, -15, -9 et -14 (Figure 4). 
Par ailleurs, les β-lactamases de type CTX-M ont diffusé chez l’espèce E. coli, espèce 
jusqu’alors peu concernée par la production de BLSE. La proportion de souches résistantes 
aux C3G dans cette espèce a progressivement augmenté au cours de la dernière décennie, 
comme le montrent les données nationales recueillies depuis 2002 dans le cadre du réseau 
européen de surveillance de la résistance aux antibiotiques (EARS-Net, anciennement 









Figure 5. Evolution de la proportion des souches de E. coli résistantes aux 
céphalosporines de 3ème génération isolées dans les prélèvements invasifs (hémoculture, 
liquide céphalo-rachidien) entre 2002 et 2013 (données EARS-Net, 
http://www.invs.sante.fr/, http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net). 
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§ Les autres BLSE de classe A  
Un certain nombre de BLSE de classe A, dites « mineures », ont été décrites. Ces dernières 
sont beaucoup moins fréquentes que les BLSE de type TEM, SHV et CTX-M et présentent 
des distributions différentes (33, 43): 
- les BLSE de type PER (« Pseudomonas Extended Resistance ») qui sont le plus souvent 
détectées dans des souches de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ou 
S. enterica, 
- les enzymes de type VEB (« Vietnam Extended-spectrum β-lactamase »), qui ont été 
impliquées dans une épidémie à A. baumannii en France, à Proteus mirabilis en Corée et à 
Enterobacter cloacae en Chine, 
- les enzymes GES (« Guyana Extended-Spectrum β-lactamase ») initialement décrites dans 
une souche de K. pneumoniae à la fin des années 1990. Certains variants ont un profil 
hydrolytique étendu aux carbapénèmes (GES-2 et GES-8) ou aux carbapénèmes et 
céphamycines (GES-4, -5, -6), 
- les SFO-1 (Serratia fonticola), BES-1 (« Brazilian Extended-Spectrum β-lactamase »), 
BEL-1 (« Belgium extended-spectrum β-lactamase ») et TLA-1 (Tlahuicas, tribu 
indienne) sont rarement isolées à ce jour. 
§ Les BLSE de type OXA (Oxacillinases) 
Les enzymes de la classe D d’Ambler (ou oxacillinases, OXA) hydrolysent fortement la 
cloxacilline, l’oxacilline et la méticilline. Elles se caractérisent classiquement par un 
phénotype de pénicillinase peu sensible aux inhibiteurs. 
Certaines enzymes de type OXA, qui dérivent par mutation(s) ponctuelle(s) des enzymes 
OXA-10, OXA-13 et OXA-2, ont un spectre d’activité étendu aux C3G et C4G (43) (voir le 
site: http://www.lahey.org/studies). La faible activité des inhibiteurs sur ces enzymes rend 
leur détection phénotypique difficile. A l’inverse des BLSE de la classe A qui sont 
principalement isolées chez les entérobactéries, les BLSE de type OXA sont majoritairement 
isolées chez P. aeruginosa ce qui confère aux souches de cette espèce une résistance de haut 
niveau à la ceftazidime (44). 
1.2.1.3 Les céphalosporinases plasmidiques 
La première céphalosporinase plasmidique, CMY-1 (« β-Lactamase active on 
CephaMYcins”), a été décrite en 1989 dans une souche de K. pneumoniae, espèce ne 
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produisant pas de céphalosporinase naturelle (45). D’autres types de céphalosporinases 
plasmidiques ont ensuite été identifiées à travers le monde, dans des souches cliniques 
hospitalières ou communautaires, d’origine animale ou environnementale (46, 47).  Les 
espèces les plus touchées sont E. coli et K. pneumoniae ainsi que S. enterica ou P. mirabilis 
(203, 179). Ces enzymes sont classées en six groupes sur la base de leur homologie avec les 
céphalosporinases chromosomiques de certaines espèces bactériennes (46): 
- le groupe Citrobacter freundii, qui comprend de nombreuses enzymes comme CMY-2 
(céphalosporinase la plus répandue dans le monde), CMY-3 à -7, CMY-12 à -18, CMY-21 
à -23, LAT-1 et BIL-1, 
- le groupe Aeromonas, subdivisé en deux sous-groupes, celui des enzymes de type FOX et 
celui des enzymes MOX-1 et -2, CMY-1, CMY-8 à -11 et CMY-19, 
- le groupe Enterobacter qui comprend les céphalosporinases ACT-1 et MIR-1, 
- le groupe Morganella morganii qui comprend les enzymes inductibles de type DHA, car 
le gène ampC est accompagné du gène régulateur ampR, 
- le groupe Hafnia alvei qui comprend les enzymes de type ACC. 
1.2.1.4 Les carbapénémases 
Les carbapénèmes sont des β-lactamines à large spectre qui constituent la dernière ligne du 
traitement efficace des infections à EBLSE (5, 48).  
Les enzymes qui possèdent une activité hydrolytique vis-à-vis des carbapénèmes, les 
carbapénémases, appartiennent à trois des quatre classes d’Ambler (A, B et D) (49). Comme 
les souches qui produisent ces enzymes sont fréquemment résistantes à d’autres classes 
d’antibiotiques, elles constituent une menace sanitaire par risque d’impasse thérapeutique. 
L’émergence des carbapénémases chez les entérobactéries au cours de ces dernières années a 
conduit les autorités sanitaires de certains pays à mettre en place des programmes visant à 
maîtriser leur diffusion (50). 
En France, la maîtrise de la diffusion des entérobactéries productrices de carbapénémase 
(EPC) fait l’objet de recommandations depuis 2009, d’abord de la part du Comité de Lutte 
contre les Infections Nosocomiales (CLIN central) de l’Assistance Publique-Hôpitaux de 
Paris (Février 2009), puis de la part du Haut Conseil de la Santé Publique (Mai 2010, 
actualisé en Novembre 2010). Depuis décembre 2010, ce programme de lutte est encadré par 
la circulaire n°DGS/RI/DGOS/PF/2010/413 du 6 décembre 2010 relative à la mise en œuvre 
de mesures de contrôles des cas importés d'EPC (avec deux rappels : Instruction 
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n°DGS/DUS/RIS/2011/224 datant du 26 août 2011 et Instruction 
n°DGOS/PF2/DGS/RI1/2014/08 du 14  janvier  2014). Ce programme de lutte contre la 
diffusion des EPC doit être mis en œuvre dans chaque établissement de santé du territoire et 
comprend deux axes : 
- une stratégie de type « search and destroy » qui cible les patients rapatriés sanitaires et les 
patients ayant été hospitalisés en dehors du territoire national au cours des 12 derniers 
mois. Cette stratégie repose essentiellement sur la recherche systématique du portage 
d’EPC, et l’isolement prophylactique de ces patients ; 
- une politique de bon usage des carbapénèmes. 
Même si les cas de patients colonisés ou infectés par une EPC sont encore peu fréquents en 
France, une très nette augmentation des signalements a été observée ces cinq dernières années 
(Figure 6, http://www.invs.sante.fr/). Entre 2004 et 2011, la plupart des épisodes signalés 
étaient des cas sporadiques et faisaient suite au rapatriement d’un patient ayant été hospitalisé 
dans un pays en situation endémique (51). Actuellement, d’après le dernier bilan de l’Institut 
national de Veille Sanitaire (InVS), la proportion des épisodes d’EPC sans lien du cas index 
avec l’étranger (ni hospitalisation, ni voyage à l’étranger) est estimée à 48% (Figure 6).  
 
Depuis 2004, l’enzyme OXA-48 est la plus fréquemment identifiée en France (77% des 








Figure 6. Nombre d’épisodes impliquant des entérobactéries productrices de 
carbapénémases en France signalés à l’InVS entre 2004 et 2015, selon la mise en 
évidence ou non d’un lien avec un pays étranger : bilan du 4 Mars 2015 (N=1625).  
 
§ Les carbapénémases de la classe A d’Ambler 
Les carbapénémases de classe A sont partiellement inhibées par l’acide clavulanique (49). 
Parmi ces enzymes, on compte d’une part les carbapénémases d’origine chromosomiques 
telles que les enzymes NmcA (E. cloacae), Sme (Serratia marcescens), IMI-1 (E. cloacae) et 
SFC-1 (S. fonticola), et d’autre part des enzymes acquises, telles que les carbapénémases de 
type KPC, IMI-2 et certains variants GES. 
Les enzymes de type KPC (« Klebsiella pneumoniae carbapenemase ») sont les 
carbapénémases de classe A les plus fréquemment identifiées en Bactériologie clinique. Le 
premier variant de cette famille a été identifié en Caroline du Nord, aux Etats-Unis en 1996 
(52), puis a diffusé dans les états voisins de la côte Est des Etats-Unis, à Porto Rico, en 
Colombie, en Israël, en Grèce et en Chine (53–57) (Figure 62). Les carbapénémases de type 
KPC sont majoritairement produites par des souches de K. pneumoniae d’origine hospitalière, 
mais dans une moindre proportion, elles peuvent être isolées chez d’autres espèces 
d’entérobactéries et chez P. aeruginosa (57). Le gène blaKPC est le plus souvent localisé au 
sein de transposons (Tn4401 pour blaKPC-2) eux-mêmes portés par des plasmides 
conjugatifs. Le clone de K. pneumoniae ST258 (« Sequence Type » 258), dont la distribution 
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est mondiale, a probablement joué un rôle important dans la diffusion des enzymes KPC-2 et 
KPC-3 (58–60). Les isolats producteurs de KPC sont actuellement endémiques aux Etats-
Unis, en Colombie, en Grèce et en Italie (Figure 7).  
 
 
Figure 7. Distribution géographique des isolats producteurs de carbapénémases KPC 
(4). 
 
§ Les carbapénémases de la classe B d’Ambler 
Les Métallo-β-Lactamases (MBL) ont été décrites pour la première fois en 1966, quand 
Sabbath et Abrahman montrèrent que l’activité de type céphalosporinase de l’enzyme 
produite par un isolat de Bacillus cereus était inhibée par l’EDTA (61). Depuis, les MBL 
impliquées dans la résistance acquise aux carbapénèmes ont émergé chez les entérobactéries, 
P. aeruginosa, A. baumannii et d’autres espèces non fermentaires (62).  
Les β-lactamases de classe B sont classées en trois sous-classes, B1, B2 et B3, sur la base de 
l’alignement de leurs séquences en acides aminés et de la structure de leurs sites actifs (63, 
64). Les enzymes appartenant aux sous-classes B1 et B3 possèdent un site actif contenant 
deux ions zinc et ont un spectre large. Ces enzymes hydrolysent la plupart des β-lactamines, y 
compris les carbapénèmes, mais sont inactives sur les monobactames. Ces enzymes 
présentent par ailleurs la particularité de ne pas être inhibées par les inhibiteurs classiques des 
β-lactamases comme l’acide clavulanique et le tazobactam qui se comportent comme de 
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mauvais substrats (65). Les enzymes de la sous-classe B2 ont un site actif contenant un seul 
ion zinc et sont des carbapénémases strictes qui n’hydrolysent efficacement que les 
carbapénèmes et qui ont une faible activité envers les pénicillines et les céphalosporines. Les 
MBL sont essentiellement représentées, chez les entérobactéries, par les enzymes NDM 
(« New Delhi Metallo-β-lactamase »), VIM (« Verona Integron-encoded Metallo-β-
lactamase ») et IMP (« IMiPemenase »).   
 
L’enzyme NDM-1 a été décrite pour la première fois en 2008 dans une souche de 
K. pneumoniae chez un patient Suédois ayant séjourné en Inde, pays dans lequel cette enzyme 
a diffusé très rapidement, tant en milieu hospitalier qu’en milieu communautaire et dans 
l’environnement (66–68). Les Balkans, le Moyen-Orient, l’Afrique et la Chine constitueraient 
des réservoirs secondaires à l’origine de la dissémination de ces enzymes (69–71). Depuis 
2010, des souches cliniques d’EPC de type NDM impliquant différentes espèces ont été 
isolées sur tous les continents (Figure 8) (4). Si K. pneumoniae est la principale espèce 
concernée dans les infections hospitalières, E. coli est, de manière préoccupante, l’espèce 








L’enzyme VIM-1 a initialement été décrite en 1997 à Vérone, en Italie, chez P. aeruginosa 
(72). À la fin des années 1990 et au début des années 2000, cette enzyme était principalement 
rapportée dans des souches du genre Pseudomonas responsables d’épidémies dans les 
hôpitaux italiens (73, 74). Rapidement, les enzymes de type VIM, et notamment les variants 
VIM-1 et -2, ont émergé dans de nombreux pays en Europe chez d’autres bacilles à Gram 
négatif non fermentaires et chez les entérobactéries (4). C’est actuellement en Grèce que la 
prévalence de ces enzymes est la plus forte, concernant principalement l’espèce 
K. pneumoniae (75, 76), mais aussi chez de nombreuses autres entérobactéries (77–79) chez 
P. aeruginosa (80) et A. baumannii (81). Ce pays étant également confronté à une endémicité 
des carbapénémases de type KPC, on a vu émerger ces dernières années des souches co-
produisant les enzymes KPC-2 et VIM-1 (82, 83). L’Espagne, l’Italie et l’Autriche sont des 
pays dans lesquels les enzymes VIM ont émergé, au début des années 2000 pour les deux 
premiers (84, 85) et plus récemment pour le Tyrol autrichien (86, 87). Elles semblent 
actuellement endémiques en Italie et en Espagne (4). Dans les autres pays européens, aux 
Etats-Unis, en Afrique du Nord et en Asie du Sud-Est, des cas de portage ou d’infection à 
entérobactéries productrices de VIM ont été rapportés (Figure 9), ces cas étant le plus souvent 
importés de Grèce (3, 4).  
 
Les enzymes de type IMP ont été les premières MBL acquises décrites. Chez les 
entérobactéries, le variant IMP-1 a été décrit pour la première fois en 1991 au Japon, chez 
S. marcescens (88). Depuis, les enzymes IMP ont été identifiées chez d’autres entérobactéries, 
chez P. aeruginosa et A. baumannii dans de nombreuses régions du monde (Figure 9) (3, 4). 
Toutefois, à l’exception de l’Asie du Sud-Est, les épisodes impliquant des EPC de type IMP 










Figure 9. Distribution géographique mondiale (A) et européenne (B) des EPC de type 
VIM et IMP (3). 
 
§ Les carbapénémases de la classe D d’Ambler 
Certaines oxacillinases, les CHDL (« Carbapenem-Hydrolyzing class D β-Lactamases »), 
possèdent une activité hydrolytique vis-à-vis des carbapénèmes. Ces oxacillinases se 
répartissent en plusieurs sous-groupes, parmi lesquels on trouve les enzymes dérivant de 
OXA-23, de OXA-24, de OXA-48, de OXA-51 et de OXA-58 (89). À l’exception d’OXA-48 
et ses variants, les oxacillinases sont principalement retrouvées chez A. baumannii. 
L’enzyme OXA-48 hydrolyse faiblement les carbapénèmes et n’est associée à un haut niveau 
de résistance à ces antibiotiques qu’en association avec une imperméabilité membranaire (90). 
Elle n’est pas inhibée par l’acide clavulanique ou l’EDTA. Elle épargne les C3G, ce qui la 
rend difficile à détecter, en particulier lorsqu’elle n’est associée, ni à une BLSE, ni à une 
imperméabilité. L’enzyme OXA-48 a été identifiée pour la première fois en 2003 dans une 
souche de K. pneumoniae, en Turquie (91). Depuis, les EPC de type OXA-48 ont largement 
diffusé dans de nombreux pays du pourtour méditerranéen et semblent actuellement 
endémiques en Turquie et en Afrique du Nord (Figure 10) (4). Leur support génétique est 
généralement un plasmide du groupe IncL/M, diffusant principalement chez K. pneumoniae et 
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E. coli (92). Dans le sous-continent indien, on assiste désormais à la diffusion de l’enzyme 
OXA-181 qui dérive d’OXA-48 par quatre mutations ponctuelles et possède les mêmes 
capacités hydrolytiques (93).  
Trois autres variants dérivent également de l’enzyme OXA-48. Le variant OXA-204 a été 
décrit chez plusieurs isolats de K. pneumoniae hébergés par des patients ayant un lien avec la 
Tunisie ou l’Algérie (4, 94). Le variant OXA-232 a été identifié en France chez des patients 
rapatriés d’Inde (95). Ses capacités d’hydrolyse des carbapénèmes semblent inférieures à 
celles d’OXA-181, dont il diffère d’une mutation (94). Enfin, les variants OXA-163 et OXA-
247 ont récemment émergé en Argentine (96, 97) et, pour OXA-163, en Egypte (98). Leur 
capacité d’hydrolyse des carbapénèmes est inférieure à celles de l’enzyme OXA-48 mais leur 




Figure 10. Distribution géographique des isolats producteurs de carbapénémases OXA-
48-like (4). 
1.2.2 Résistance aux aminosides 
Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides qui agissent par inhibition de la synthèse 
protéique, au niveau de toutes les étapes de la traduction. Leur cible est l’ARN 16S du 
ribosome bactérien (99). Chez les entérobactéries, le mécanisme de résistance aux aminosides 
prépondérant est la synthèse d’enzymes modificatrices, le plus souvent supportées par des 
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éléments génétiques mobiles (plasmides, transposons ou cassettes d’intégrons) (100). Ces 
enzymes sont classées en fonction de la réaction qu’elles catalysent : 
- acétylation d’un groupe aminé : « Aminoglycoside N-ACetyltransferase » (AAC) 
- phosphorylation d’un groupement hydroxyle : « Aminoglycoside O-PHosphotransferase » 
(APH), 
- nucléotidylation d’un groupement hydroxyle : « Aminoglycoside O-
NucleotidylTransferase » (ANT). 
Selon leur profil de substrats, ces enzymes sont responsables de phénotypes de résistance 
parfois caractéristiques (100). La production des enzymes les plus prévalentes, AAC(3)-II et 
AAC(6’)-Ib, semble fréquemment associée à celle des BLSE de type CTX-M (101, 102). 
Enfin, un nouveau variant d’acétyltransférase, l’AAC(6’)-Ib-cr, a été décrit en 2003 dans une 
souche de E. coli en Chine (103, 104). Capable d’inactiver aussi bien les aminosides que 
certaines fluoroquinolones, notamment la ciprofloxacine, ce variant a été identifié dans de 
nombreuses espèces d’entérobactéries à l’échelle mondiale (105–107). 
En 2013, l’EARS-Net rapportait des taux de résistance aux aminosides de 26,7% et 7,8% 




Figure 11. Proportion de souches de K. pneumoniae (A) et E. coli (B) résistantes aux 




1.2.3 Résistance au chloramphénicol 
La résistance enzymatique concerne également le chloramphénicol, inactivé par des 
Chloramphénicol AcétylTransférases (CAT). Les gènes codant ces enzymes sont souvent 
intégrés dans des éléments génétiques mobiles de type intégrons ou transposons, dont le 
support peut être chromosomique ou plasmidique (108). 
1.3 Résistance par modification de la cible de l’antibiotique 
Ce phénomène recouvre l’altération de la cible de l’antibiotique, par mutation ou bien par 
modification enzymatique, la protection de la cible et la synthèse d’une nouvelle cible 
insensible à l’antibiotique. Il peut concerner, là encore, différentes familles d’antibiotiques. 
1.3.1 Résistance aux quinolones 
La résistance acquise aux quinolones est due majoritairement à des mutations 
chromosomiques dans les gènes codant leur cibles intracellulaires, les topoisomérases de type 
II, que sont l’ADN gyrase (formée des sous-unités GyrA et GyrB) et l’ADN topoisomérase 
IV (ParC et ParE) (109). Chez les entérobactéries, ces mutations touchent préférentiellement 
le gène gyrA, puis parC. Elles se concentrant dans une région très conservée de ces deux 
gènes, appelée « Quinolone Resistance-Determining Region » (QRDR). De telles 
modifications entraînent une modification des structures secondaire et tertiaire des sous-unités 
GyrA et ParC se traduisant par une diminution d’affinité des complexes ADN-enzyme pour 
les quinolones (109, 110). La résistance aux quinolones est graduelle et fonction du nombre 
de mutations observées dans les QRDRs (109). 
Le premier cas de résistance plasmidique transférable aux quinolones (PMQR, « Plasmid-
Mediated Quinolones Resistance ») a été rapporté en 1998, chez une souche de 
K. pneumoniae isolée d’urines en Alabama (111). Caractérisé quelques années plus tard, le 
gène qnr code une protéine appartenant à la famille des pentapeptides qui agit en protégeant 
l’ADN gyrase de la fixation des quinolones (112). Cinq familles de protéines Qnr, chacune 
composée de différents variants, ont été isolées à ce jour chez les entérobactéries : QnrA, 
QnrB, QnrC, QnrD et QnrS (113). Bien que le niveau de résistance impliquant ce mécanisme 
soit assez faible (concentrations minimales inhibitrices (CMI) augmentées d'un facteur 4 à 
16), l'apparition de mutants résistants aux quinolones chez les souches hébergeant ce plasmide 
est 100 fois plus fréquente que chez les souches ne l'hébergeant pas (114, 115).  
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En France, parmi les souches isolées d’hémocultures en 2013, l’EARS-Net rapportait des taux 
de résistance aux fluoroquinolones de 29,4% chez K. pneumoniae et 16,7% chez E. coli 
(Figure 12) (42). 
 
Figure 12. Proportion de souches de K. pneumoniae (A) et E. coli (B) résistantes aux 
fluoroquinolones isolées dans les infections invasives en 2013 en Europe (42). 
 
1.3.2 Résistance à la tétracycline et aux aminosides 
L’altération des constituants du ribosome bactérien peut être à l’origine d’une résistance aux 
antibiotiques inhibiteurs de la synthèse protéique, essentiellement la tétracycline et les 
aminosides.  
La tétracycline se lie au niveau de la protéine S7 et de l’ARNr 16S, qui constituent la sous-
unité 30S du ribosome, et inhibe la phase d’élongation. Le gène tet(M), localisé sur un 
transposon conjugatif, code une protéine cytoplasmique qui se fixe sur le ribosome et 
empêche ainsi la liaison de la tétracycline (116).  
Enfin, les méthyltransférases de l’ARNr 16S responsables d’une résistance de haut niveau à la 
grande majorité des aminosides ont été décrites en 2003 chez K. pneumoniae (ArmA, 
« Aminoglycoside resistance methylase ») (117) et P. aeruginosa (RmtA, 
« rRNA methyltransferase ») (118). Dix gènes codant des méthyltransférases ont été décrits à 
ce jour chez les entérobactéries et les bacilles à Gram négatif non fermentaires : armA, rmtA, 




de ces méthylases avec celle des carbapénémases, en particulier de type NDM, génèrent une 
panrésistance aux antibiotiques chez les souches qui les produisent (119–122).     
1.3.3 Résistance aux sulfamides et au triméthoprime 
Les sulfamides et le triméthoprime inhibent la voie de synthèse des folates, qui sont des 
précurseurs indispensables à la fabrication des acides nucléiques et des protéines. Leurs cibles 
respectives sont la dihydroptéroate synthétase (DHPS) et la dihydrofolate réductase (DHFR). 
Chez les entérobactéries, la résistance aux sulfamides et au triméthoprime est principalement 
causée par l’apport plasmidique d’enzymes DHPS et DHFR additionnelles, insensibles à ces 
deux antibiotiques et qui peuvent assurer la synthèse des folates en leur présence (123). Des 
mutations ponctuelles dans le gène codant la DHFR, entraînant des substitutions d’acides 
aminés responsables d’une moindre affinité de l’enzyme pour le triméthoprime, ont également 
été décrites. 
Les taux de résistance au cotrimoxazole (association triméthoprime et sulfaméthoxazole) 
concernait plus d’un quart des souches d’entérobactéries isolées dans les infections urinaires 
non compliquées en Europe et au Brésil entre 2003 et 2006 (124). Dans les infections 
urinaires communautaires en France, 23,4% des isolats de E. coli (N=16328) inclus dans 
l'enquête Transville ONERBA en 2012 étaient résistants ou de sensibilité intermédiaire au 
cotrimoxazole (125). 
1.4 Résistance par défaut d’accumulation de l'antibiotique 
Ce mécanisme de résistance regroupe la diminution de la pénétration intracellulaire de 
l’antibiotique (imperméabilité), et l’expulsion de l’antibiotique hors de la bactérie (efflux 
membranaire). Affectant généralement l’activité de diverses classes d’antibiotiques, ce 
mécanisme est clairement impliqué dans la MDR (15, 126). Les modifications de l’influx et 
de l’efflux membranaires, leur régulation et leur impact sur le potentiel de virulence des 
souches seront abordés chez E. coli dans le chapitre 4 de ce manuscrit. 
Dans la suite de ce travail, nous allons nous intéresser à E. coli, une espèce de plus en plus 
concernée par la résistance aux antibiotiques, et plus particulièrement au clone E. coli ST131, 
l’exemple type d’un clone MDR. 
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2   Escherichia coli  
2.1 Taxonomie 
E. coli est une bactérie appartenant à la classe des γ-protéobactéries et à la famille des 
Enterobacteriaceae. Elle fut décrite pour la première fois en 1885 par le pédiatre allemand 
Théodore Escherich (1857-1911) dans les entérites des nourrissons (127). Dénommée 
« Bacterium coli commune », « Bacillus coli » ou encore « Bacterium coli », Castellani et 
Chalmers proposèrent en 1919 de renommer cette bactérie Escherichia coli en hommage aux 
travaux d’Escherich (128). Cette dénomination fut officiellement adoptée en 1958 (129).  
E. coli est l’espèce type du genre Escherichia. Les études d'hybridation ADN/ADN ont 
conduit à individualiser cinq autres espèces au sein de ce genre : E. hermannii, E. vulneris, 
E. fergusonii, E. albertii et, décrite très récemment, E. marmotae (130–134). Ces espèces sont 
isolées de manière anecdotique en pathologie humaine et possèdent des caractères 
biochimiques propres permettant de les différencier les unes des autres.    
2.2 Caractères bactériologiques 
La famille des Enterobacteriaceae regroupe des bacilles droits à Gram négatif, non acido-
résistants, mesurant 0,3 à 1 µm de diamètre sur 0,5 à 6 µm de long en fonction du stade de 
croissance. Non sporulés, aéro-anaérobies facultatifs, les entérobactéries possèdent à la fois 
un métabolisme respiratoire et fermentatif. Elles fermentent le glucose et sont catalase 
positive, oxydase négative et réduisent les nitrates en nitrites. L’espèce E. coli fait partie des 
entérobactéries mobiles par une ciliature péritriche. Elle est capable de fermenter le lactose et 
de produire de l'indole. Elle ne fermente pas l’acétoïne et ne possède pas d’uréase. Elle se 
multiplie très rapidement : dans les conditions optimales, une population peut doubler toutes 
les 20 minutes. Elle se cultive sur les milieux usuels (gélose trypticase soja, gélose au sang) et 
ceux spécifiquement utilisés pour l’isolement des entérobactéries (géloses de Drigalski et Mac 
Conkey). Macroscopiquement, après 24 h de culture à 37°C, E. coli forme des colonies de 1 à 
4 mm de diamètre, rondes, lisses et plus ou moins brillantes. Les souches capsulées 
apparaissent muqueuses. Sur les géloses contenant du lactose et un indicateur de pH, elles 
apparaissent Lactose positives.  
L’accumulation des connaissances et des techniques sur E. coli en a fait un organisme modèle 
et un outil de laboratoire. 
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2.3 Habitat 
E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de l’homme et de la 
plupart des animaux à sang chaud (mammifères et oiseaux) (135, 136). Elle colonise de 
manière asymptomatique le tractus digestif de l’Homme dans les premières heures qui suivent 
la naissance et constitue dès lors l’espèce bactérienne dominante de la flore anaérobie 
facultative du colon humain (137, 138). Sa niche écologique se trouve dans la couche de 
mucus secrétée par l’épithélium du côlon où elle assure, avec les autres composants de la 
microflore, une barrière de protection de la muqueuse (139). La concentration en E. coli par 
grammes de selles varie d’un individu à un autre de 107 à 109 unités formant des colonies 
(UFC). Elle est plus faible chez les autres mammifères (140).  
E. coli peut transiter dans l’eau et les sédiments. Il est utilisé comme un indicateur de la 
contamination fécale de l’eau. On estime que la moitié de la population totale des E. coli 
réside au niveau de ces habitats secondaires environnementaux (141), au sein desquels 
certaines souches peuvent être sélectionnées et disséminer naturellement (142). 
E. coli, et plus largement les coliformes thermo-tolérants, sont également recherchés dans les 
aliments comme indicateurs de contamination fécale. 
2.4 Pathogénicité et plasticité du génome 
E. coli est une espèce commensale qui interagit avec son hôte dans une relation mutualiste. 
Cependant, E. coli peut également être un pathogène opportuniste ou un pathogène obligatoire 
du fait de l’expression de facteurs de virulence spécifiques. Les souches pathogènes 
opportunistes ou obligatoires ont développé différents modes d’interaction avec leur hôte se 
traduisant par des signes cliniques variés. Elles sont classiquement séparées en deux groupes : 
les E. coli pathogènes intestinaux (InPEC) responsables de gastro-entérites et les E. coli 
pathogènes extra-intestinaux (ExPEC) responsables d’infections urinaires, de péritonites, de 
pneumonies nosocomiales, de méningites ou encore de sepsis. Sur la base des modes 
d’interaction hôte/bactérie et des signes cliniques de l’infection, les souches sont classées en 
« pathovars » ou « pathotypes » qui regroupent des souches de sérotypes spécifiques 

















Figure 13. Sites d’infection des différents pathovars de Escherichia coli (143).  
 
2.4.1 Les Escherichia coli pathogènes intestinaux 
Les InPEC sont à l’origine de syndromes diarrhéiques sévères, notamment chez l’enfant, dans 
les pays en développement. Ils sont responsables de deux millions de morts par an dans le 
monde (144). 
Actuellement, les InPEC sont classés en six pathotypes :  
- les EPEC pour « Enteropathogenic E. coli », premier pathotype décrit historiquement et 
responsable de diarrhées aqueuses, 
- les EHEC pour « Enterohaemorrhagic E. coli », agents de colites hémorragiques parfois 
compliquées de syndrome hémolytique et urémique (SHU), 
- les ETEC pour « Enterotoxigenic E. coli », responsables de diarrhées aqueuses 
(« turista »), 
- les EIEC pour « Enteroinvasive E. coli », entraînant un syndrome dysentérique proche de 
celui des Shigella spp., 
- les EAEC pour « Enteroaggregative E. coli », responsables de diarrhées persistantes, 




Le site de l’adhésion dans le tractus intestinal diffère en fonction des souches (Figure 13) 
(143). Chaque pathotype possède un mécanisme de pathogénicité (adhésion, invasion, 
production d’entérotoxines) qui lui est propre et engendre un syndrome spécifique (143). 
2.4.2 Les Escherichia coli pathogènes extra-intestinaux  
Le terme de ExPEC (pour « Extra-intestinal pathogenic E. coli ») regroupe les pathovars 
responsables d’infections extra-intestinales (145) : les UPEC (pour « Uropathogenic E. coli ») 
et les MNEC (pour « Meningitis-associated E. coli ») (Figure 13).  
2.4.2.1 UPEC 
Les UPEC sont les principales étiologies des infections du tractus urinaire, à la fois en milieu 
communautaire et en milieu hospitalier. Ils sont responsables de 75% des infections urinaires 
simples et 65% des infections urinaires compliqués (obstruction des voies urinaires, 
immunodépression, rétention d’urines causée par une maladie neurologique, grossesse, 
présence d’une sonde à demeure, exposition récente aux antibiotiques) (8). 
§ Facteurs de virulence  
De nombreux facteurs de virulence membranaires (adhésines, polysaccharides de surface, 
capsule) ou sécrétés (toxines, sidérophores, protéases, invasines, hémolysines, …) ont été 
identifiés chez les UPEC (Tableau 2) (146). Certains facteurs de virulence (pili de type 1, pili 
de type P, cytotoxine CNF1, alpha-hémolysine) apparaissent comme particulièrement 
impliqués dans la physiopathogénèse des infections urinaires mais leur prévalence varie selon 
les souches. Les gènes de virulence acquis par les UPEC sont regroupés dans des ilots de 
pathogénicité (PAIs, « Pathogenicity Associated Islands ») intégrés au chromosome bactérien 
et dont le contenu en G+C diffère par rapport au contenu moyen du reste du génome. Huit 
PAIs ont été particulièrement décrits chez les UPEC : PAI I536, PAI II536, PAI III536, PAI 
IV536, PAI IJ96, PAI IIJ96, PAI ICFT073 et PAI IICFT073 (147). Plus rarement, les gènes de 
virulence peuvent être portés par des plasmides (148). 
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Tableau 2. Principaux facteurs de virulence identifiés chez les ExPEC (146). 
CFT073 et 536 : souches de référence responsables de pyélonéphrites aigues, UTI89 : souche 
de référence responsable de cystite, ABU83972 : souche de référence isolée dans le cadre 
d’une bactériurie asymptomatique, APEC-01 : souche de référence aviaire. nf : présence du 
facteur de virulence non fonctionnel, ?: présence non déterminée,† : fonctionnalité inconnue. 
 
§ Physiopathologie des infections à UPEC 
Les UPEC colonisent le tube digestif puis atteignent par voie ascendante le tractus urogénital. 
La colonisation du tractus urinaire fait intervenir l’adhésion des bactéries aux cellules 
urothéliales grâce à l’interaction des pili de type 1 portant l’adhésine FimH avec différents 
récepteurs comme les uroplakines I et IIIa ou les intégrines α3 et β1 (Figures 14A et 15A) (8, 
149). D’autres fimbriae (pili de type P, F1C, S, Afa), les curli (fibres amyloïdes) ainsi que des 
autotransporteurs ont un rôle dans l’adhésion (Figure 15B). Cette interaction conduit à 
l’internalisation des bactéries dans les cellules en ombrelle de la couche apicale de 
l’épithélium vésical par un mécanisme « zipper » dépendant du trafic cellulaire. On considère 
que 12 heures après le début d’une cystite, environ 50% des UPEC sont internalisés et ainsi 
protégés du système immunitaire et des antibiotiques (150, 151). Certains UPEC internalisés 
déjouent le système immunitaire inné et échappent à la dégradation lysosomale pour former, 
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dans le cytoplasme des cellules infectées, des agglomérats dénommés : Communautés 
Bactériennes Intracellulaires (IBCs) (Figure 16) (8, 151, 152). La maturation des IBCs 
s’accompagnent d’un changement de morphologie de la bactérie : d’abord cocoïdes, puis en 
forme de bâtonnets, les UPEC s’échappent dans la lumière vésicale pour infecter de nouvelles 
cellules sous une forme filamenteuse qui les rend plus résistantes à l’action des polynucléaires 
neutrophiles (PNN) (Figure 17) (152). La fragilisation de la couche cellulaire superficielle et 
la maturation des IBCs permettent la pénétration des UPEC dans les cellules basales sous-
jacentes. Certaines bactéries peuvent établir des réservoirs intracellulaires quiescents (QIRs) 
qui sont constitués de bactéries non réplicatives pouvant persister plusieurs mois dans un 
compartiment intracellulaire entouré d’actine F (Figures 14A et 17) (8). Les QIRs expliquent 
le caractère récurent de certaines infections urinaires : les épisodes récurrents font suite au 
renouvellement de l’urothélium et à la différenciation des cellules basales en cellules apicales 
exfoliées dans la lumière vésicale (153).  
En outre, les UPEC survivent dans l'environnement hostile de la vessie en sécrétant plusieurs 
facteurs nécessaires à l'acquisition de nutriments. Le facteur cytotoxique nécrosant (CNF1), 
par activation des Rho GTPases intracellulaires RAC1 et RHOA, induit l’apoptose des 
cellules urothéliales. L’α-hémolysine (HlyA) favorise la lyse de la cellule hôte par la 
formation de pores et facilite l'acquisition de nutriments et la libération du fer. Les 
sidérophores exprimées par les UPEC (aérobactine IutA, entérobactine EntB, yersiniabactine 
FyuA et Irp, salmochélines IroN) et les récepteurs de l’hème (ChuA et Hma) permettent de 
piéger le fer et favorisent la survie des UPEC. HlyA déclenche également une exfoliation 
épithéliale qui permet l’invasion des cellules de la couche profonde dans lesquelles se forment 
les QIRs (8).  
La colonisation des reins est dépendante de l’expression des pili de type P (« pyelonephritis-
associated pili ») (Figures 14B et 15B). La lectine PapG, située à l’extrémité des pili de 
type P, permet aux bactéries de s’ancrer aux motifs galabiose des glycosphyngolipides 
exprimés par les cellules tubulaires rénales (149). PapG interagit également avec TLR4 pour 
réduire l'expression du récepteur d'immunoglobuline polymérique (PIGR) et prévenir 
l’opsonisation des UPEC par les IgA (Figure 14B) (8).  
Les UPEC peuvent alors franchir la barrière du tubule rénal et disséminer dans le sang, soit 
par un mécanisme de translocation bactérienne au travers de l’épithélium intact, soit en 







Figure 14. Facteurs de virulence impliqués dans la pathogénicité des UPEC aux niveaux 

























Figure 15. Représentation schématique de la structure des pili de type 1 (A) et des pili de 
type P (B) chez les UPEC (149). 
 
 
Figure 16. Communauté intracellulaire bactérienne (IBC) au cours d’une cystite aigue 
(151). 
(A) Formation d’une IBC dans les cellules en ombrelle de la couche apicale de l’épithélium 
vésical ou (B) exfoliée dans la lumière vésicale. (C) IBC en microscopie électronique à 




















Figure 17. Représentation schématique du cycle de vie intracellulaire des UPEC (152).  
2.4.2.2 MNEC 
Les MNEC sont responsables de 80 % des cas de méningites néonatales. Ils sont protégés du 
système immunitaire de l’hôte par une capsule de type K1. Le processus infectieux se fait en 
plusieurs étapes qui vont de la colonisation à l’invasion des muqueuses jusqu'à la traversée de 
la barrière hémato-méningée (155). Les mécanismes d’adhésion des NMEC font intervenir les 
pili de type 1 et la protéine OmpA qui reconnaissent respectivement les récepteurs CD48 et 
Gp96 à la surface luminale de l’endothélium cérébral. L’invasion met en jeu l’invasine IbeA 
et la cytotoxine CNF1 qui se lie au récepteur laminine de 67 kDa (67LR). L’internalisation 
des bactéries permet le passage de la barrière hémato-méningée afin d’atteindre le système 
nerveux central (155).  
2.4.3 Plasticité du génome 
La variabilité phénotypique observée au sein de l’espèce E. coli reflète une grande plasticité 
génomique. En effet, les E. coli pathogènes possèdent jusqu’à 20% d’information génétique 
supplémentaire, comparativement aux souches commensales.  Ainsi, le génome complet de la 
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souche uropathogène de référence CFT073 est constitué de 5 231 428 paires de bases (pb) 
contre 4 641 652 pb pour la souche commensale E. coli K-12 (156). 
L’analyse comparative de génomes complets a mis en évidence l’existence de deux fonds 
génétiques principaux au sein du pangénome de E. coli : le core génome (génome cœur) 
identique chez toutes les souches de l’espèce, et le génome accessoire regroupant un 
répertoire de gènes inconstamment présents qui ne cesse d’augmenter avec les différents 
génomes disponibles (Figure 18) (140). 
Des échanges horizontaux d’éléments génétiques mobiles portés par des plasmides, des 
transposons, des bactériophages ou des PAIs permettent l’acquisition de facteurs de virulence, 
de survie ou de compétition dans un environnement donné (Figure 19) (157). La plupart des 
gènes de virulence acquis par les ExPEC sont regroupés sur des PAIs intégrés au 
chromosome bactérien. Par exemple, la souche uropathogène CFT073 possède 13 PAIs 
importants pour son fitness et sa virulence (158). 
 
 
Figure 18. Evolution du core génome (A) et du pangénome (B) de E. coli en fonction du 
nombre de génomes séquencés disponibles (140). 
Après l’analyse des séquences de 20 génomes, le core génome (A, courbe violette) comprend 
1 976 gènes (11% du pangénome). Le pangénome comprend 17 838 gènes (B, courbe rouge) 
dont 11 432 gènes n’ont pas d’homologie (mois de 80% de similarité de séquences) (B, 
courbe verte). Après avoir éliminé les séquences d’insertions et les éléments correspondant à 







Figure 19. Transferts horizontaux de matériel génétique chez E. coli (157). 
pENT, enterotoxin-encoding plasmid; pEAF, enteropathogenic adhesion-factor plasmid; Stx, 
Shiga-toxin-encoding bacteriophage; PAIs, Pathogenicity Islands; LEE, locus of enterocyte 
effacement.  
2.5 Typage des Escherichia coli 
2.5.1 Sérogroupage et sérotypage 
Une des plus anciennes classifications de E. coli est fondée sur les travaux de Kauffman en 
1947 (159) et se base sur la détermination :  
- du sérogroupe, identifié selon l’antigène somatique O (partie terminale du 
lipopolysacharide, LPS),  
- du sérotype, identifié au sein du sérogroupe sur la base des antigènes H flagellaires et 
éventuellement des antigènes K de la capsule.  
La combinaison de ces antigènes de surface permet de sérotyper les souches par agglutination 
à l’aide de sérums spécifiques. 184 sérogroupes, 56 antigènes H et 80 antigènes K sont 
actuellement connus (160, 161).  
2.5.2 Electrophorèse en champ pulsé 
Cette technique de référence, qui repose sur l’analyse de fragments d’ADN génomique 
obtenus à l’aide d’une enzyme de restriction à sites de coupure rares, a été proposée pour le 
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typage des souches de E. coli (162, 163). Les profils de restriction obtenus pour chaque 
souche, ou pulsotypes, sont comparés entre eux. L’électrophorèse en champ pulsé (« Pulsed 
Field Gel Electrophoresis », PFGE) est une méthode reproductible, très discriminante et facile 
à interpréter grâce aux critères de Tenover (164). Elle constitue la base de systèmes de 
surveillance nationaux et internationaux, tels que le PulseNet aux Etats-Unis et le PulseNet 
international (http://www.cdc.gov/pulsenet/). Cependant, sa réalisation délicate et 
relativement longue en limite l’usage. 
2.5.3 Phylotypage 
Dès les années 2000, une méthode simple et rapide basée sur une PCR triplex (détection des 
gènes chuA, yjaA et du fragment d’ADN TSPE4.C2) est proposée par Clermont et coll. (165). 
Les souches de E. coli sont ainsi catégorisées en 4 groupes phylogénétiques majeurs : 
- A et B1 rassemblant une majorité des InPEC et des souches commensales,    
- B2 et D regroupant les ExPEC. 
Cette méthode de phylotypage largement utilisée ne permet pas de classer 15 à 20% des 
E. coli (166). Depuis 2013, une évolution de cette méthode (détection supplémentaire de arpA 
et trpA) permet de caractériser les souches en 7 phylogroupes appartenant à E. coli stricto 
sensu (A, B1, B2, C, D, E, F) et un phylogroupe correspondant à E. coli clade 1 (166).  
2.5.4 Multi-Locus Sequence Typing (MLST) 
Depuis la fin des années 90, la technique de MLST est reconnue comme une puissante 
méthode pour l’étude génétique des populations bactériennes (167). Elle correspond à 
l’amplification et au séquençage de plusieurs gènes dits « de ménage », dont la séquence 
comporte des fragments hautement conservés au sein de l’espèce et des fragments variables. 
Les séquences obtenues sont comparées avec une banque d’allèles établie au préalable, afin 
de déterminer le profil allélique unique ou « Sequence Type » (ST) de chaque souche. Les 
avantages de cette technique sont la bonne reproductibilité et la possibilité de comparer les 
souches entre les laboratoires.  
Il existe deux schémas de MLST pour E. coli. Le premier, défini par Achtman, se base sur le 
séquençage de 7 gènes : adk (adénylate kinase), fumC (fumarate hydratase), gyrB (sous-unité 
B de l’ADN gyrase), icd (isocitrate/isopropylmalate déshydrogénase), mdh (malate 
déshydrogénase), purA (adénylosuccinate déshydrogénase) et recA (ATP/GTP binding motif) 
(http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Ecoli) (168). Le second, élaboré par l’Institut Pasteur, se 
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base sur le séquençage de 8 gènes de ménage : dinB (DNA polymérase), icdA (isocitrate 
déshydrogénase), pabB (p-aminobenzoate synthase), polB (polymérase PolII),, putP (proline 
perméase), trpA (sous-unité A de la tryptophane synthase), trpB (sous-unité B de la 
tryptophane synthase), uidA (β-glucuronidase) (http://bigsdb.web.pasteur.fr/ecoli/ecoli.html) 
(169).  Cette méthode est couramment appliquée pour génotyper les souches de E. coli et les 
regrouper au sein de complexes clonaux (CC). Elle a permis d’observer l’émergence de 
lignées clonales (Figure 20) (170). Parmi les ExPEC, 5 lignées sont particulièrement associées 
aux infections du tractus urinaire et aux bactériémies, à la fois dans les milieux 





















Figure 20. Fond phylogénétique des ExPEC, InPEC et des E. coli non pathogènes 
d’après les données MLST du système d’Achtman (logiciel Seqsphere, Ridom GmbH) 
(170). La partie de l'arbre comprenant les CC dominés par les ExPEC a été élargie. La taille 
du camembert reflète le nombre de souches alloué aux différents ST et CC.  
ExPEC, E. coli pathogènes extra-intestinaux confirmés ; inf-ExPEC, E. coli pathogènes extra-
intestinaux déduits ; IPEC, E. coli pathogènes intestinaux confirmés ; inf-IPEC, E. coli 
pathogènes intestinaux déduits. 
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2.5.5 Typage de l’allèle fimH  
La plupart des E. coli possède le gène fimH codant pour la sous-unité mineure des pili de type 
1 responsable de l’adhésion aux cellules épithéliales de l’hôte (172). Ce gène présente une 
diversité allélique très importante (173, 174). Le fimH Typing Region (fimHTR) permet, en 
association ou non avec le phylotypage, une discrimination puissante entre les isolats de 
E. coli (175).  
Le CH Typing (CHT), ou clonotyping, étudie à la fois les SNPs (« single nucleotide 
polymorphisms ») de fimH et ceux du gène de ménage fumC. C’est un outil puissant de 
comparaison des ExPEC dont le pouvoir discriminant est comparable, voire supérieur, à la 
technique de MLST (176) (Figure 21). 
 
Figure 21. Correspondance entre les STs et les CHTs pour les 5 plus grands complexes 
clonaux de E. coli (176).  
Les lignes grises relient les STs mineurs avec leurs CHTs correspondants. Les CHTs restants 
correspondent aux STs prédominants au sein du complexe. Les CHTs représentés par des 
cercles entiers s’apparient exactement aux complexes clonaux (100% d’appariement). Les 
cercles avec une « tranche » représentent les CHTs qui ne s’apparient pas totalement avec les 
complexes clonaux (92-97% d’appariement, la « tranche » représentant le non appariement).  
2.5.6 Séquençage génomique 
L’apparition des techniques de séquençage de dernière génération a permis un développement 
spectaculaire de la génomique ces dix dernières années (177). Les analyses de génomes 
entiers bactériens devraient bientôt se positionner comme de nouveaux outils diagnostiques. 
Devenues techniquement et financièrement abordables, elles offrent des perspectives 
intéressantes pour typer plus précisément les souches. Actuellement, plus de 2800 génomes 
de E. coli ont été déposés dans GenBank (178). 
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3   Escherichia coli ST131 
En 2008, 36 isolats cliniques de E. coli appartenant à un même groupe clonal jusqu’alors 
inconnu, le ST131, ont été identifiés dans 8 pays sur 3 continents (11). Il a été montré depuis 
que les ST131 sont à l’origine de la majorité des infections à E. coli MDR et regroupent de 
multiples sous-clones (12, 179). 
3.1 Caractères bactériologiques 
3.1.1 Phylotype et sérotypes 
Les E. coli ST131 appartiennent au phylogroupe B2 (11). Parmi les 9 sous-groupes 
constituant le phylogroupe B2, ils se placent au sein du sous-groupe I qui constitue la base de 
ce phylogroupe, témoignant d’une divergence ancienne en comparaison avec les autres E. coli 
B2 non ST131 (180, 181).  
Les E. coli ST131 sont principalement de sérotype O25b:H4 (11). Un deuxième sérotype 
moins fréquent, O16:H5, a été rapporté dans plusieurs pays : Danemark, Espagne, France, 
Japon, Etats-Unis, Pakistan et Australie (182–188). Le sérogroupe O157 et l’expression 
d’antigènes somatiques O non typables ont également été décrits (183, 185, 188). 
3.1.2 Facteurs de virulence et virotypes 
De nombreuses études se sont intéressées aux facteurs de virulence exprimés par les E. coli 
ST131 (11, 12, 189, 190). Les premières études ont montré l’absence de deux gènes de 
virulence classiques des UPEC : papG codant pour l’adhésine des pili de type P et cnf1 codant 
pour une toxine nécrosante. Toutefois, les E. coli ST131 appartiennent aux ExPEC puisqu’ils 
expriment 2 des 5 gènes de virulence définissant ce groupe : kpsMII codant pour une protéine 
de transport impliquée dans la synthèse de la capsule du groupe 2 et iutA codant pour un 
récepteur de l’aérobactine (191). Neuf autres gènes sont fréquemment détectés chez ce clone 
(179) : 
- sat : codant pour une toxine sécrétée, 
- fimH : codant pour l’adhésine des fimbriae de type 1,  
- fyuA : codant pour un récepteur de la yersiniabactine, 
- usp : codant pour une protéine uropathogène spécifique des UPEC, 
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- malX : un marqueur de PAI détecté chez les UPEC, 
- iha : codant pour une protéine impliquée dans la capture des sidérophores et l’adhésion, 
- ompT : codant pour une peptidase de la membrane externe, 
- iucD : codant pour l’aérobactine, 
- traT : codant pour une protéine de la membrane externe associée à une résistance au 
système du complément du sérum.  
L’équipe du centre national de référence espagnol des E. coli a récemment proposé une 
classification des ST131 en cinq profils de virulence majeurs, ou virotypes, en fonction de la 
détection de onze gènes par PCR (183, 190, 192) (Tableau 3). Le virotype D est lui-même 
divisé en 5 sous-virotypes. Le virotype C semble être le plus répandu (190). Les premières 
souches de E. coli ST131 isolées mondialement en 2008 appartiennent au virotype C, tout 
comme les souches de sérotypes O16:H5 (179, 192).   
 
 
Tableau 3. Virotypes de E. coli ST131 selon l’expression de 11 gènes de virulence (179). 
bafa/draBC, adhésine Afa/Dr; afa operon, « afimbrial-adhesin-encoding » operon FM955459; 
iroN, récepteur de sidérophores de type catechol; sat, « secreted autotransporter toxin »; ibeA, 
« invasion of brain endothelium »; papGII, allèle II du gène papG; cnf1, « cytotoxic 
necrotizing factor type 1 »; hlyA, alpha-hémolysine; papGIII, allèle III du gène papG; cdtB, 
« cytolethal distending toxin »; neuC-K1, variant K1 du groupe II capsulaire. 
c La majorité des isolats de virotypes A et B possèdent le gène sat. 
 
3.1.3 Typage des sous-clones de E. coli ST131 
3.1.3.1 Pasteur Sequence Types (PSTs)  
Le ST131 a été défini par le système d’Achtman basé sur l’analyse des séquences de 7 gènes 
de ménage. Le schéma de l’Institut Pasteur, qui s’appuie sur les séquences de 8 gènes de 
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ménage, a permis d’identifier plusieurs PSTs correspondant à différentes lignées du 
ST131 (185, 192):  
- PST9, 43, 527, 568, 621 parmi le sérogroupe O25b,  
- PST506, 566, 567, 625 parmi le sérogroupe O16. 
3.1.3.2 Pulsotypes 
L’électrophorèse en champ pulsé est très discriminante au sein du groupe clonal ST131. A 
partir d’une collection de 579 E. coli ST131 de diverses origines (humaine, animale, 
environnementale) isolés entre 1967 et 2009, Johnson et coll. ont identifié 170 pulsotypes, 
dont 65 regroupaient plusieurs isolats (162). Comme cela avait été montré en 2008, un même 
pulsotype pouvait comprendre des souches aux origines géographiques lointaines (11). En 
revanche, dans la majorité des cas, un pulsotype était associé à un seul réservoir, témoignant 
d’une faible transmission entre les sources humaines, environnementales et animales. Trois 
paramètres caractérisaient les pulsotypes les plus répandus : la résistance aux antibiotiques, le 
réservoir humain et une date d’isolement récente. Un pulsotype dominant, désigné « 968 », 
regroupait 136 souches et était spécifiquement associé à la résistance aux fluoroquinolones.  
3.1.3.3 fimH type  
L’application du fimHTR au clone ST131 a permis d’identifier, à ce jour, 7 sous-clones du 
ST131. Dans une collection de 352 souches isolées dans différentes régions du monde entre 
1967 et 2011, Johnson et coll. ont évalué la prévalence de chacun d’entre eux. Le sous-clone 
H30 était le plus fréquent (n=236, 67%), suivi de H22 (n=73, 21%), H35 (n=19, 5%), H41 
(n=19, 5%), H27 (n=3, 1%), H15 et H94 (n=1, 0.3%) (193). Le fimHTR était en accord avec le 
typage par PFGE : chaque sous-clone correspondait à une région précise du dendrogramme 
obtenu à partir de l’analyse des pulsotypes des souches. Le sous-clone dominant H30 
regroupait principalement des souches isolées à partir des années 2000 résistantes aux 
fluoroquinolones. Cette résistance était le résultat d’une combinaison spécifique des sous-
unités A des topoisomérases de type I et II : GyrAS83L+D87N / ParCS80I+E84V.  
L’analyse phylogénomique de 105 souches de E. coli ST131 ont permis à Price et coll. de 
démontrer que l’acquisition de l’allèle 30 de fimH était antérieure à celle des mutations des 
topoisomérases (13). Le sous-clone en pleine expansion qui regroupait la majorité des isolats 
résistants aux fluoroquinolones a été dénommé H30-R (Résistant) (Figure 22). Au sein du 
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sous clone H30-R, l’analyse phylogénomique a également montré que 91 % des isolats qui 
exprimaient le gène blaCTX-M-15 dérivaient d’un ancêtre commun et appartenaient à un seul 
clade bien différencié. Ce clade a été désigné H30-Rx en raison de sa résistance « extensive » 
(Figure 22). Ces résultats montrent que la dissémination des enzymes CTX-M-15 et de la 



















Figure 22. Analyse phylogénomique de l'émergence de la résistance aux 
fluoroquinolones et de la production de BLSE CTX-M-15 au sein du clone ST131 (13). 
Environ 51,8% du génome de la souche de référence NA114 (ST131 isolé en Inde) était 
partagé entre tous les isolats. L’arbre phylogénétique présenté a été construit à partir de 
l’analyse des régions génomiques partagées entre les isolats (72 SNPs informatifs parmi 
771 SNPs). Les 3 blocs de couleurs imbriqués mettent en évidence les 3 sous-clones du 
ST131 : H30 (violet), H30-R (bleu), H30-Rx (jaune). 
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3.1.4 Méthodes de screening des E. coli ST131  
3.1.4.1 Méthodes basées sur l’analyse de SNPs spécifiques 
Ces techniques de dépistage s’appuient sur la diversité génétique observée au sein de l’espèce 
E. coli. Dès lors qu’un isolat est identifié comme faisant partie du groupe phylogénétique B2 
(165, 166), plusieurs méthodes peuvent être appliquées et renseigner rapidement sur 
l’appartenance de la souche au ST131 et/ou à un de ses sous-clones: 
- la détection du sérogroupe O25b par amplification spécifique de la partie 5’ du locus rfb 
(194), 
- la détection des SNPs de l’allèle pabB détectés chez les E. coli ST131 par PCR spécifique 
(181),  
- l’amplification et le séquençage de deux gènes de ménage du système d’Achtman : gyrB 
et mdh (195),  
- la technique de PCR multiplex développée par Blanco et coll. ciblant l’allèle rfb-O25b, la 
partie 3’ terminale du gène blaCTX-M-15 et le gène de virulence afa/draBC 
caractéristique du virotype A. Une autre PCR multiplex développée par les mêmes auteurs 
permet de détecter les virotypes B, C et D (190).  
- le CH clonotyping (amplification et séquençage des gènes fumC et fimH) qui permet de 
dépister le sous-clone ST131-H30 (clonotype 40-30) (176, 196). Cette méthode 
particulièrement puissante permet de distinguer les isolats de sérogroupe O25b (H30) des 
isolats de sérogroupe O16 (H41). Elle a été employée avec succès directement sur les 
échantillons urinaires (197).    
- la nouvelle technique de PCR multiplex développée par Johnson et coll. qui permet de 
différencier les sérogroupes O25b et O16 en ciblant le variant rfbO16 et les allèles 
spécifiques de mdh et gyrB (186). 
3.1.4.2 Spectrométrie de masse 
Parallèlement aux méthodes de typage par PCR ± séquençage, la technologie MALDI-TOF 
(« Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry ») est 
actuellement reconnue comme un outil d’intérêt dans le dépistage de certains clones (198). 
Quatre études ont, à ce jour, évalué les performances du MALDI-TOF dans le dépistage des 
E. coli ST131 (199–202). Les résultats sont très encourageants avec une sensibilité de 
détection de 82,5 à 100% et une spécificité de 89,7 à 100% en fonction des méthodes. L’étude 
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japonaise menée par Matsumura et coll. montre également la possibilité de distinguer les 2 
sérogroupes O25b et O16 (201).  
Le MALDI-TOF est un outil prometteur qui pourrait permettre, dans un avenir proche, la 
détection du clone ST131 en routine et à moindre coût. 
3.2 Epidémiologie des E. coli ST131 
3.2.1 Dissémination mondiale  
Depuis sa première description en 2008 sur 3 continents (Europe, Amérique du Nord, Asie), 
le clone E. coli ST131 a été rapporté dans toutes les régions du monde, à l’exception de 




Figure 23. Dissémination mondiale des E. coli ST131 (179). 
Les étoiles rouges représentent la description de souches productrices de BLSE, les étoiles 
bleues représentent la description de souches résistantes aux fluoroquinolones non 




3.2.2 Prévalence parmi les isolats cliniques humains 
3.2.2.1 Prévalence parmi les E. coli producteurs de BLSE 
Les premiers isolats du clone ST131 étaient caractérisés par la production de la BLSE CTX-
M-15 (11). La majorité des études se sont basées sur cette caractéristique pour établir la 
prévalence du clone.  
En Europe, parmi les souches cliniques productrices de BLSE isolées entre 2006 et 2011, la 
prévalence des E. coli ST131 variait de 23% (parmi un nombre d’isolats N=105) en Espagne 
à 66% (N=232)  au Royaume-Uni (182, 203–208).  
Dans les autres populations du monde, la prévalence du clone ST131 semble être également 
élevée. Aux Etats-Unis, en 2009-2010, 54% (N=107) des E. coli producteurs de BLSE étaient 
des E. coli ST131 (209). Chez les vétérans américains, la prévalence en 2010-2011 était de 
64% (N=123) (210). Dans cette même étude, en considérant uniquement les isolats résistants 
aux fluoroquinolones, la prévalence du clone ST131 atteignait les 78% (N=236). Le sous-
clone H30 représentait la quasi-totalité des isolats résistants. Au Canada et au Japon, les 
chiffres sont voisins de ceux observés aux Etats-Unis avec une prévalence de 50 (N=155) et 
52% (N=71), respectivement (211, 212).  
Des prévalences plus importantes ont été observées en ciblant certains prélèvements. En 
2009, en Inde, 70% (N=23) des isolats urinaires producteurs de BLSE appartenaient au clone 
ST131 (213). A Calgary (Canada), la prévalence du clone ST131 au sein des E. coli BLSE 
isolés dans les bactériémies a augmenté brutalement à partir de 2007 pour atteindre les 78% 





Figure 24. Evolution du pourcentage de E. coli producteurs de BLSE et de E. coli ST131 
parmi les E. coli isolées dans les bactériémies entre 2000 et 2011 à Calgary (Canada) 
(179, 214). 
La courbe rouge représente le pourcentage de E. coli BLSE et l’histogramme bleu représente 
le pourcentage de clone ST131 parmi ces isolats. 
3.2.2.2 Prévalence parmi tous les E. coli 
Les E. coli ST131 représentaient 12% des E. coli isolés en Espagne en 2009 (N=500) et 27% 
aux Etats-Unis en 2011 (N=299) (196, 215, 216). En excluant les isolats producteurs de 
BLSE, la prévalence était plus faible, en particulier aux Etats-Unis (13%, N=158) (216, 217). 
De manière globale, Banerjee et coll. ont montré que les E. coli ST131 prédominaient dans les 
infections : i) acquises en milieu hospitalier, ii) impliquant des isolats résistants, et iii) 
touchant les jeunes enfants et les personnes âgées. A l’inverse, les autres lignées d’ExPEC 
(ST95, ST73, ST127 et ST69) étaient plus fréquentes : i) chez les adolescents et les jeunes 
adultes, ii) dans les infections communautaires et iii) dans les infections causées par des E. 
coli sensibles aux antimicrobiens (196). 
3.2.3 Prévalence parmi les isolats de la flore commensale humaine 
Plusieurs études se sont intéressées au portage digestif du clone ST131 chez les sujets 
hébergeant des E. coli producteurs de BLSE. La prévalence variait selon la population 
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étudiée : de 10% chez les adultes sains (N=21) et les couples mère/nouveau-né (N=68) en 
France (2006-2011) à 46% (N=24) chez les personnes âgées vivant en maison de retraite en 
Allemagne (2010-2011) (218–220).  
Peu d’études ont évalué la prévalence du clone ST131 parmi les E. coli commensaux « tout 
venant », qu’ils soient producteurs ou non de BLSE. En Australie, Kudinha et coll. ont estimé 
cette prévalence entre 0 et 4% dans 3 études conduites entre 2009 et 2011 chez des sujets 
sains (enfants, jeunes femmes et hommes) (221–223). En France, 7% (N=100) des sujets 
sains étaient colonisés par E. coli ST131 en 2006 et 14% (N=21) en 2011 (218, 224). Chez les 
patients hospitalisés dans des services de long séjour aux Etats-Unis, cette prévalence était 
plus élevée et atteignait 24% (N=133) (217). 
Ces études suggèrent que le taux de colonisation intestinale par E. coli ST131 est susceptible 
de varier selon les caractéristiques de l'hôte, le statut BLSE et la région géographique.  
3.2.4 Présence chez l’animal 
3.2.4.1 Animaux de compagnie 
La première description du clone chez un animal provient d’une étude portugaise publiée en 
2009. Une souche de E. coli ST131 avait été isolée dans le cadre d’une infection du tractus 
urinaire chez un chien et produisait la BLSE CTX-M-15 (225). Dans une étude américaine, il 
a été montré qu’une même souche pouvait infecter un chien et deux chats vivant au sein du 
même foyer, indiquant que la transmission croisée entre les animaux de compagnie est 
possible (226).   
Jusqu’à ce jour, la prévalence du clone n’a été évaluée chez l’animal de compagnie que parmi 
les souches résistantes aux céphalosporines ou aux fluoroquinolones. Une étude menée en 
2008-2009 dans 8 pays européens a montré que 5,6% (N=177) des E. coli producteurs de 
BLSE isolés chez différents animaux appartenaient au ST131 (227). En Australie, 7,2% 
(N=125) des E. coli résistants aux fluoroquinolones isolés chez les chiens étaient des ST131, 
versus 35% (N=585) chez les humains (228). La prévalence sensiblement plus élevée chez 
l’homme que chez l’animal laisse penser que la pandémie ST131 est avant tout un phénomène 
humain (229). 
3.2.4.2 Animaux d’élevage 
Les E. coli ST131 semblent plus rares chez les animaux d’élevage. Leur prévalence a été 
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étudiée principalement chez la volaille dont la viande possède des taux élevés de 
contamination par E. coli en comparaison aux autres viandes (230). Selon les études, cette 
prévalence variait de 0% (N=125) en Angleterre à 2% (N=43) en Italie (231–233). Parmi les 
autres animaux d’élevage, E. coli ST131 a également été identifié chez le porc et le cheval 
(227, 234). 
3.2.4.3 Animaux sauvages 
Les animaux sauvages peuvent être un vecteur de résistance bactérienne (235). La présence 
du clone pandémique a été démontrée chez des mouettes (Russie, Portugal et Chili), des 
cormorans (Europe Centrale), des rats (Allemagne et Chine) et enfin chez des poissons 
(Pagellus acarne) de la mer Méditerranée (236–242). 
3.2.5 Réservoir environnemental  
Comme décrit plus haut, les E. coli ST131 peuvent être présents dans la microflore digestive 
humaine et animale. Les E. coli intestinaux sont libérés dans l'environnement, soit 
directement, soit après traitement des eaux par les stations d’épurations. De rares études ont 
quantifié les E. coli producteurs de BLSE dans les eaux usées et dans les eaux rejetées par les 
stations de traitement. Les données disponibles suggèrent que de grandes quantités de E. coli 
producteurs de BLSE sont présents dans les eaux usées du réseau, notamment en aval des 
établissements hospitaliers, et que le traitement diminue de manière significative la charge 
totale de E. coli et celle des souches résistantes (243–245). Cependant, il a été montré que les 
souches productrices de BLSE avaient un avantage, par rapport aux autres souches, en raison 
de la pression sélective exercée par les antibiotiques dans les usines de traitement (243). 
Malgré le traitement des eaux usées, de grandes quantités de E. coli producteurs de BLSE 
sont donc libérées dans les rivières ou dans les zones agricoles par l’intermédiaire des boues 
utilisées comme engrais (243, 246).  
Il n’existe pas de données, à ce jour, sur la proportion relative des souches ST131 parmi la 
population globale des E. coli libérés dans l’environnement. Cependant, le clone mondial a 
été identifié parmi d’autres E. coli producteurs de BLSE dans des rivières aux environs de 
Barcelone, dans des sédiments sur la côte adriatique (3,5% des E. coli producteurs de BLSE) 




3.3.1 Types d’infections engendrées et sévérité 
Comme les autres ExPEC, les E. coli ST131 provoquent des infections extra-intestinales. Ils 
sont principalement à l’origine d’infections urinaires hautes et basses, communautaires ou 
acquises à l’hôpital, et de bactériémies (196, 214, 250, 251). Ils ont également été rapportés 
au cours d’infections intra-abdominales et des tissus mous, infections ostéoarticulaires, 
myosites, orchi-épididymites et méningites (252–256).  
Il est difficile de savoir si les E. coli ST131 engendrent des infections plus graves que les 
autres ExPEC. Les données suggèrent que le clone ST131 est plus susceptible de causer des 
infections urinaires hautes que des infections basses (217). En Australie, il a été montré que 
les E. coli ST131 représentaient 30% des souches isolées dans des pyélonéphrites chez la 
femme, contre seulement 13% des isolats à l’origine des cystites (223). Cette différence était 
observée chez les hommes et les enfants (221, 222). La même tendance a été notée au 
Royaume-Uni où la prévalence des E. coli ST131 était de 21% dans les bactériémies 
comparativement à 7% parmi les isolats urinaires (257). En ce qui concernent les résultats 
cliniques, certaines études suggèrent que le clone ST131 tend à causer des infections urinaires 
persistantes ou récurrentes (258) tandis que d'autres n’ont pas trouvé de différence 
significative dans la sévérité des infections à E. coli ST131, en comparaison avec les autres 
ExPEC (197, 259).  
3.3.2 Eléments pouvant expliquer le succès  
3.3.2.1 Capacité de transmission 
La capacité de transmission de E. coli ST131 a été démontrée parmi les membres d’une même 
famille (père à fille, fille à mère, sœur à sœur) et parmi les animaux de compagnie (chat, 
chien) vivant sous le même toit (226, 254, 260, 261). Une étude suisse a montré que la 
transmission était plus effective entre des personnes vivant sous le même toit qu’entre des 
patients « contact » au sein d’un hôpital (262). Une étude menée dans une garderie du Sud de 
la France a également montré que le clone ST131 pouvait disséminer chez les jeunes enfants 
en collectivité, avec 7 enfants colonisés par le même pulsotype (184).  
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Le potentiel de transmission de E. coli ST131, notamment entre les membres d'un même 
foyer, semble donc jouer un rôle essentiel dans la diffusion communautaire à grande échelle 
de ce clone épidémique. 
3.3.2.2 Potentiel de colonisation et d’adhésion 
La colonisation intestinale est considérée comme le prérequis des infections extra-intestinales 
engendrées par les ExPEC (263). Il est donc possible qu’une capacité de colonisation 
intestinale supérieure sous-tend la diffusion généralisée du clone ST131. Dans un modèle de 
souris prétraitées par streptomycine, la capacité de colonisation intestinale de la souche 
ST131 TN03 dépasse celle des autres souches commensales testées (administration par voie 
entérale d’un mélange de souches dans un rapport de 1:1) (264). Bien que cette étude soit 
limitée par l'évaluation du potentiel de colonisation d’un seul membre du clone, elle fournit la 
preuve que certains ST131 peuvent coloniser l'intestin de manière très efficace. Ces résultats 
sont en accord avec l’étude de Birgy et coll. mettant en évidence une colonisation intestinale 
précoce des nouveau-nés par les E. coli ST131 commensaux de leurs mères (219).  
Croxall et coll. ont comparé le potentiel d’invasion des cellules épithéliales de la vessie de 55 
E. coli ST131 avec celui de la souche uropathogène de référence, CFT073 (265). 56% des 
souches ST131 présentait un phénotype hautement invasif (niveau d’invasion 10 fois 
supérieur à celui de CFT073), 30% présentait un potentiel invasif similaire, et 14% un 
potentiel d’invasion limité (niveau d’invasion 10 fois inférieur à celui de CFT073).  
Les fimbriae de type 1, codés par les gènes fim, sont des facteurs de virulence essentiels à 
l’adhésion des UPEC. Le gène fimB code pour une recombinase intervenant dans le « fim 
switch » qui permet de passer d’un phénotype OFF à un phénotype ON, et réciproquement. Il 
a été montré que les gènes fimB des virotypes A, B et C du clone ST131 possèdent l’insertion 
d’une transposase IS3-like (190). Totsika et coll. ont démontré in vitro que cette insertion 
ralentissait l’expression du phénotype ON et favorisait l’expression du phénotype OFF des 
fimbriae de type 1 (266). Totsika et coll. ont également montré chez un modèle murin 
d’infection urinaire que seules les souches de phénotypes ON étaient capables d’envahir les 
cellules urothéliales de la vessie. Ces constats soulignent l’importance des fimbriae de type I 
dans la pathogénicité des UPEC et suggèrent l'implication d'une deuxième recombinase 
permettant l’expression fimbriale ON observée chez la majorité des isolats ST131 (266). 
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3.3.2.3 Potentiel métabolique 
Pour expliquer ce potentiel de colonisation élevé, plusieurs études ont évalué la capacité 
métabolique du clone ST131. Vimont et coll. ont étudié cette capacité chez la souche ST131 
TN03 par la mesure du taux de croissance maximal dans 3 conditions de culture différentes : 
en milieu « riche » et en milieux « pauvres » contenant soit du gluconate (source principale de 
carbone au niveau intestinal), soit du glucose. Les résultats ont été comparés à ceux obtenus 
avec la souche commensale E. coli K-12 MG1655 et deux ExPEC (CFT073 et HT7) (264). La 
souche ST131 avait un taux de croissance maximal significativement plus élevé que les trois 
autres souches quel que soit le milieu de culture. Gibreel et coll. ont évalué le potentiel 
métabolique du clone mondial en utilisant les 47 tests proposés par les cartes Vitek®2 
Advanced Expert SystemTM (bioMérieux) (267). Le bioscore était significativement plus 
élevé avec les souches appartenant au ST131, en comparaison avec les autres isolats non-
ST131 testés. Ces résultats sont en accord avec l’étude d’Hussain et coll. dans laquelle le 
bioscore était déterminé par 35 réactifs API® (268). Dans chacune de ces études, aucun 
caractère biochimique n’apparaissait significativement associé au clone mondial. 
3.3.2.4 Production de biofilm  
La production de biofilm est un facteur de pathogénicité important qui permet de protéger les 
bactéries contre l'action des antibiotiques et du système immunitaire (269, 270). Plusieurs 
études se sont intéressées à la capacité du clone ST131 à former du biofilm. Les résultats de 
ces études divergent. Clermont et coll. ont montré que 2 souches ST131 produisaient du 
biofilm après 48h, sans toutefois comparer ces résultats à d’autres ExPEC (271). Kudinha et 
coll. ont observé une plus forte prévalence d’isolats producteurs de biofilm parmi les UPEC 
appartenant au clone ST131, en comparaison avec les UPEC non-ST131 (223). A l’inverse, 
Novais et coll. ont montré, sur un panel de 20 souches ST131, que toutes les souches ST131 
développaient moins de biofilm que la souche CFT073 et qu’aucune d’entre elles n’était 
capable de former un biofilm mature (272). Dans le même sens, Olesen et coll. ont montré sur 
une collection de 128 E. coli ST131 isolés entre 1968 et 2012 que seulement 15% des souches 
avaient une capacité à former du biofilm supérieure à la souche K12 MG1655 (273). Les 
souches qui présentaient une capacité élevée n’appartenaient pas au sous-clone prédominant 
H30. Très récemment, Shin et coll. ont montré qu’au sein du clone ST131, la capacité à 
former du biofilm était supérieure chez les souches qui ne produisaient pas de BLSE (274).   
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3.3.3 Virulence chez le modèle animal 
Le potentiel de virulence du clone ST131 a été évalué in vivo dans plusieurs modèles 
animaux. 
La première étude, menée par Clermont et coll. en 2008 dans un modèle murin de sepsis, a 
montré un potentiel de virulence élevé, comparable à celui des autres UPEC qui possédaient 
un panel de gènes de virulence plus large (271). L’inoculation intra-abdominale de 4 souches 
de E. coli ST131 (3 virotypes C et 1 virotype B) entraînait la mort de la souris dans les 
7 jours. En 2012, chez le même modèle, Johnson et coll. ont montré une variabilité importante 
du potentiel de virulence des E. coli ST131 (275). Parmi une large collection d’ExPEC, le 
niveau de virulence était corrélé à l’expression de certains facteurs (papAH, papGIII, vat, 
kpsM II, capsule K1, ibeA et clbB/N) et non à l’appartenance au ST131. Toujours chez la 
souris, Mora et coll. ont évalué le potentiel de virulence de différents virotypes du clone après 
injection sous-cutanée (192). Les isolats O25b:H4 de virotypes A, B, et C étaient les plus 
virulents (mort rapide de 80% des souris dans les 48 heures) tandis que les virotypes D et E 
présentaient un score final de mortalité à 7 jours plus faible et tuaient les souris plus 
lentement. Les isolats de sérotype O16:H15 possédaient un score final de mortalité à 7 jours 
comparable aux isolats virulents de sérotypes O25b:H4 mais tuaient les souris plus lentement.  
Pour évaluer la virulence du clone ST131, Lavigne et coll. ont utilisé deux autres modèles : le 
nématode Caenorhabditis elegans et les embryons de poisson zèbre (Danio rerio) (276). Le 
potentiel de virulence de 3 souches ST131 (2 souches urinaires de virotype C productrices de 
CTX-M-15 et 1 souche commensale non productrice de BLSE) a été comparé avec celui de 3 
souches de phylotype B2 (1 commensale, 1 urinaire et 1 bactériémique) et 1 souche de 
phylotype A. Chez le vers, les 3 souches ST131 présentaient un potentiel de virulence 
supérieur à la souche de phylogroupe A, comparable aux souches commensales B2 et 
inférieur aux souches cliniques B2 non-ST131. Chez les embryons de poissons, les souches 
cliniques ST131 apparaissaient moins virulentes que les autres souches testées, à l’exception 
de la souche commensale B2. La transparence du modèle a permis d’observer un tropisme de 
certaines souches pour le système nerveux central, au niveau duquel une infection chronique 
s’installait (Figure 25).  
Chez la larve Galleria mellonella, Alghoribi et coll. ont évalué le potentiel de virulence de 
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Figure 25. Embryon de poisson zèbre 24 heures suivant la micro-injection de la souche 
MECB5 (E. coli ST131 de virotype C) (276). 
MECB5 a été préalablement marqué par une protéine fluorescente (DsRed) afin de mettre en 
évidence le tropisme de la souche pour le système nerveux central du modèle.  
 
3.4 Résistance des E. coli ST131 aux antibiotiques 
3.4.1 Généralités  
L’espèce E. coli appartient au groupe 1 de la classification fonctionnelle des entérobactéries, 
caractérisé par un phénotype naturellement sensible à toutes les β-lactamines malgré la 
présence, au sein du génome, d’un gène ampC codant pour une céphalosporinase dont 
l’expression est réprimée à l’état sauvage (278). E. coli est également naturellement sensible 
aux autres classes d’antibiotiques actifs sur les bacilles à Gram négatif, notamment aux 
aminosides, aux quinolones, aux sulfamides, au triméthoprime, aux tétracyclines et au 
chloramphénicol. 
Cependant, l’espèce E. coli illustre bien l’évolution de la résistance aux antibiotiques et l’on 
assiste, à l’heure actuelle, à la diffusion de souches MDR à la fois en milieu communautaire 
et hospitalier (7, 9). En raison de l’abondance et du caractère ubiquitaire de E. coli, de la 
fréquence des infections dans lesquelles cette espèce est impliquée, la diffusion des E. coli 
MDR inquiète grandement la communauté médicale.  
Des isolats sauvages, c’est-à-dire totalement sensibles aux antibiotiques actifs contre les 
bacilles à Gram négatif, ont été décrits parmi les souches commensales et cliniques de E. coli 
ST131 (224, 279). Cependant, le clone ST131 allie souvent des résistances à plusieurs classes 
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d’antibiotiques (12, 273). De ce fait, il est considéré comme l’exemple-type d’un clone MDR 
(280). 
3.4.2 Résistance acquise aux β-lactamines 
3.4.2.1 Production de BLSE 
Parallèlement à la dissémination des « nouvelles » BLSE de la famille CTX-M, E. coli est 
devenue l’espèce bactérienne la plus concernée par la production des BLSE (1, 7).  
La production de l’enzyme CTX-M-15 était une caractéristique commune aux premiers 
isolats de E. coli ST131 identifiés en 2008 (11). Depuis, d’autres variants ont été décrits chez 
le clone mondial : CTX-M-1, -2, -3, -9, -10, -14, -18, -24, -27, -28, -32, -39, -52, -55, -65, et -
103 (179). CTX-M-15 reste, à l’heure actuelle, l’enzyme la plus identifiée chez E. coli ST131 
au niveau mondial même s’il existe des disparités géographiques : le variant CTX-M-14 est 
particulièrement rencontré au Canada, en Chine, en Espagne et au Japon, CTX-M-3 est 
fréquent au Royaume-Uni et CTX-M-27 est commun en France, au Japon et en Suisse. Les 
souches O16:H5 H41 expriment préférentiellement le variant CTX-M-14 (281). La plupart 
des gènes codant pour ces enzymes sont portés par des plasmides conjugatifs qui 
appartiennent au groupe d’incompatibilité IncF. Des plasmides des groupes IncN, IncI1 ou 
IncA/C ont également été rapportés (179). Des séquences d'insertion comme ISEcp1 ou 
ISCR1 sont capables de mobiliser les gènes blaCTX-M et de fournir des promoteurs forts 
responsables du haut niveau d’expression de la BLSE (282).  
Les BLSE de type TEM et SHV ont également été décrites chez le clone ST131 (179).  
3.4.2.2 Production de carbapénémases 
Les oxacillinases OXA-48-like et les métallo-β-lactamases NDM sont les carbapénémases les 
plus fréquentes en France (http://www.invs.sante.fr/). Ce sont également les enzymes les plus 
souvent associées à l’espèce E. coli à l’échelle mondiale (4). Elles ont été rapportées chez 
E. coli ST131 en France, au Royaume-Uni et aux Etats-Unis (283–286). Les carbapénémases 
de type KPC-2, VIM-1, IMP-8 et IMP-14 ont également été identifiées chez ce clone (287–
292).  
 69 
3.4.2.3 Autres enzymes 
Les isolats du clone ST131 non producteurs de BLSE sont plus fréquemment résistants aux 
aminopénicillines que les isolats n’appartenant pas à ce clone (179). Cette résistance est due à 
l’expression plasmidique de gènes codant pour des pénicillinases TEM-1/-2, SHV-1 ou OXA-
1. Les gènes blaTEM-1 et blaOXA-1 sont, de plus, très fréquemment identifiés en association 
avec le gène blaCTX-M-15, sur les plasmides de type IncF (179).  
Les céphalosporinases plasmidiques CMY-II et, plus rarement, DHA-1 ont également été 
identifiées chez E. coli ST131 (179). 
3.4.3 Résistance acquise aux quinolones 
Les premiers isolats ST131 décrits en 2008 étaient tous résistants aux fluoroquinolones (11). 
De larges études ont montré que cette résistance était courante chez les isolats ST131 
sensibles aux C3G, suggérant que l’acquisition de la résistance aux quinolones précédait 
l’acquisition du gène blaCTX-M (195, 293). Deux études françaises et espagnoles ont montré 
que les E. coli 025b:H4, qu’ils soient producteurs ou non de BLSE, étaient de manière 
générale plus résistants aux quinolones, y compris la ciprofloxacine, que les souches non-
ST131 (207, 252). Aux Etats-Unis, il a été montré que 70 à 80% des ExPEC résistants aux 
fluoroquinolones contre seulement 0 à 7% des ExPEC sensibles appartenaient au clone 
mondial (217). Comme décrit plus haut (paragraphe 3.1.3.3.), il existe une association étroite 
entre la résistance aux fluoroquinolones et le sous-clone prédominant H30 (13). L’utilisation 
extensive des fluoroquinolones a sans doute permis l’expansion du sous clone H30-R qui 
présente un haut niveau de résistance par une combinaison caractéristique des sous-unités A 
des topoisomérases : GyrAS83L+D87N + ParCS80I+E84V. De plus, des études in vivo suggèrent que 
la résistance aux fluoroquinolones chez E. coli n’entraîne pas de diminution de « fitness », en 
comparaison aux souches sensibles (171).  
En dehors des mutations des topoisomérases, l’expression des PMQRs entraîne un niveau de 
résistance variable aux quinolones. Le gène aac(6’)-Ib-cr, entraînant une résistance à la 
norfloxacine et à la ciprofloxacine, semble plus fréquent chez le clone ST131 (283, 294, 295). 
En revanche, les PMQRs de type qnr ont rarement été décrits chez E. coli ST131 (225, 296). 
A la différence des souches O25b:H4 H30, les isolats O16:H5 H41 apparaissent fréquemment 
sensibles à cette classe d’antibiotiques (281). 
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3.4.4 Résistance aux aminosides 
Chez le clone ST131, les enzymes classiquement identifiées sont deux acétyltransférases : 
l’AAC(3)-II, responsable d’une résistance à la gentamicine et à la tobramycine, et l’AAC(6’)-
Ib-cr, entraînant une résistance croisée à l’amikacine et à la ciprofloxacine (179). En raison de 
la forte prévalence des enzymes AAC(6’)-Ib-cr chez ce clone, les E. coli ST131 sont 
globalement plus résistants à l’amikacine que les E. coli non-ST131 (207, 252). 
3.4.5 Résistance aux autres antibiotiques 
D’autres déterminants de la résistance ont été identifiés chez E. coli ST131 (179): 
- catB4 codant pour une acétyltransférase inactivant le chloramphénicol, 
- mph(A) codant pour une phosphotransférase inactivant les macrolides, 
- tetA responsable de la résistance à la tétracycline par efflux, 
- dfrA7 entraînant la résistance au triméthoprime par modification de la cible (DHFR), 
- sulI entraînant la résistance aux sulfamides par modification de la cible (DHPS). 
Les E. coli appartenant au clone ST131 ont donc développé des mécanismes de résistance à 
toutes les classes d’antibiotiques introduites en médecine humaine et animale. Les 
modifications de l’influx et de l’efflux membranaires peuvent s’ajouter à ces mécanismes de 










4 Modulation de l’influx et de l’efflux membranaires chez E. coli 
4.1 Imperméabilité membranaire 
Pour atteindre leurs cibles intracellulaires ou périplasmiques chez les bactéries à Gram 
négatif, les antibiotiques doivent d’abord traverser la membrane externe, ce qu’ils peuvent 
faire en empruntant deux voies. La diffusion à travers la bicouche phospholipidique serait en 
théorie possible pour tous les antibiotiques lipophiles, mais la richesse de la membrane 
externe en LPS fortement chargé négativement rend leur passage lent et relativement difficile. 
Cette voie de pénétration n’est donc significative que pour les molécules lipophiles trop 
grandes pour passer à travers les porines (macrolides, rifamycines), ce qui explique en partie 
la faible sensibilité naturelle des bactéries à Gram négatif vis-à-vis de ces molécules. En 
revanche, la plupart des antibiotiques de petite taille (inférieure à 600 Da), tels que les β-
lactamines, les quinolones, la tétracycline et le chloramphénicol, qu’ils soient hydrophiles ou 
lipophiles, pénètrent dans la cellule bactérienne en empruntant la voie des porines (Figure 26) 















Figure 26. Enveloppe d’Escherichia coli et voie de passage des antibiotiques (298).  
ME, membrane externe ; MI, membrane interne ; PE, périplasme ; LPS, lipopolysacharide ; 




4.1.1 Structure et fonction des porines 
Les porines sont des protéines enchâssées dans la membrane externe, qui font partie de la 
catégorie des « Outer Membrane Proteins » (OMPs). De manière générale, les OMPs 
regroupent deux catégories de protéines (297) : 
- des protéines de structure qui participent à la cohésion de la paroi bactérienne, telles 
qu’OmpA, 
- des porines plus ou moins spécifiques qui jouent un rôle dans la perméabilité 
membranaire.  
Les porines forment des canaux transmembranaires et permettent la diffusion du milieu 
extérieur vers l’espace périplasmique, de petites molécules hydrophiles, telles que le fer et les 
nutriments, mais aussi de certains antibiotiques. Les 2 porines les plus abondantes chez E. coli 
(environ 105 copies par cellules) sont OmpC et OmpF. Leurs homologues existent chez les 
autres espèces d’entérobactéries : OmpK36 et OmpK35 chez K. pneumoniae, Omp36 et 
Omp35 chez E. aerogenes (299–302). A celles-ci se rajoute PhoE, une porine impliquée dans 
le transport des phosphates (303), qui a la particularité de laisser préférentiellement passer les 
anions, tandis que les porines OmpC et OmpF sont plus sélectives pour les cations (304, 305). 
D’autres porines très sélectives, comme LamB, ChiP, ScrY et FhuA, sont spécialisées dans le 
transport des sucres ou des métaux (306–309). Par ailleurs, des porines quiescentes, telles 
qu’OmpN chez E. coli (196), OmpK37 chez K. pneumoniae ou OmpS2 chez Salmonella 
enterica (60), ne sont pas produites à l’état normal mais peuvent jouer un rôle en cas de perte 
d’expression des porines majeures (310–312). 
La cristallographie a permis d’élucider la structure tridimensionnelle des porines majeures 
OmpC et OmpF (313). Celle-ci est conservée chez toutes les protéobactéries (314). Les 
porines s’assemblent sous forme de trimères et délimitent ainsi trois canaux aqueux qui 
traversent la membrane externe de part en part (Figure 27A) (297). La partie 
transmembranaire de chaque monomère présente un arrangement en feuillets β antiparallèles, 
associant 16 brins formés de 7 à 16 résidus d’acides aminés (Figure 27B). Les brins sont 
reliés entre eux par des « coudes » serrés du côté périplasmique et par de longues « boucles » 
du côté extramembranaire. La boucle 2, repliée vers l’extérieur, contribue à la connexion 
entre deux monomères voisins et à la stabilisation de l’ensemble, tandis que la boucle 3, 
particulièrement longue, plonge à l’intérieur du canal dont elle rétrécit la lumière 
(Figure 27C). Au niveau de cette constriction, plusieurs résidus d’acides aminés chargés 
positivement font face à un « cluster » chargé négativement, créant un champ électrostatique 
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qui influence la translocation des molécules ionisées à travers la porine. La boucle interne 3 
joue un rôle essentiel dans la perméabilité puisque des substitutions d’acides aminés dans 
cette région hautement conservée modifient les propriétés du canal (taille du pore et 
sélectivité en fonction de la charge) et la sensibilité à différents antibiotiques (315). Le 
processus de translocation n’est pas un phénomène de diffusion passive, mais fait intervenir 
des interactions de type attraction (liaisons hydrogène ou interactions hydrophobes) et 
répulsion entre la molécule et certains résidus clés localisés sur la surface interne du pore 
(316). Du fait d’une conformation des boucles différentes, il a été montré que le canal des 
porines OmpF est légèrement plus large que celui des porines OmpC et permet le passage de 





Figure 27. Structure de la porine OmpF de E. coli (297). 
(A). Trimère de porine vu du dessus, dans la direction perpendiculaire au plan de la 
membrane externe. La boucle 2, en bleu, permet l’interaction entre chaque monomère. La 
boucle 3, en orange, obture la lumière du canal. 
(B). Unité monomérique vue de côté, dans la direction de la flèche en A. Les flèches vertes 
représentent la structure en feuillets β-plissés antiparallèles de la chaîne polypeptidique qui 
constitue le monomère de porine. 
(C). Unité monomérique vue du dessus, montrant la partie la plus resserrée du canal et les 




4.1.2 Régulation de la perméabilité membranaire 
4.1.2.1 Régulation transcriptionnelle 
De nombreuses études se sont intéressées à l’expression des porines de E. coli. La 
transcription des gènes ompC et ompF est régulée par le système à deux composants EnvZ-
OmpR (317, 318). La kinase EnvZ est liée à la membrane interne et joue le rôle de senseur. 
OmpR est un régulateur de réponse cytosolique, qui se lie à la région promotrice des gènes 
codant pour les porines. Lorsque l’osmolarité et la température sont élevées, OmpR est 
phosphorylé par EnvZ et active l’expression de ompC, codant pour une porine à canaux plus 
étroits, au détriment de celle de ompF. Ces conditions sont retrouvées dans les fluides du 
corps humain. Ainsi, la diffusion des composés nocifs potentiellement présents, tels que les 
sels biliaires ou les antibiotiques, se trouve ralentie. Dans le cas contraire, OmpR est à l’état 
non phosphorylé et l’expression de ompF est favorisée afin de faciliter l’entrée de nutriments 
à travers les pores plus larges de OmpF (319) (Figure 28). 
D’autres facteurs, comme un milieu pauvre en nutriments, le pH ou encore la présence 
d’antibiotiques et d’anesthésiques locaux, influencent la transcription de ompF et ompC par le 
biais du système EnvZ/OmpR (320–323).  
Un autre système à deux composants, CpxA/CpxR, intervient dans la réponse au stress et la 
régulation de l'expression des gènes ompC et ompF (324, 325). L'intégrité de l'enveloppe est 
contrôlée par deux voies de régulation majeures : CpxAR et σE (326, 327). La voie CpxAR est 
activée en réponse à plusieurs signaux : le pH, l'osmolarité, l’expression d’un LPS défectueux 
ou des OMPs mal repliées (327). Le régulateur de réponse cytoplasmique CpxR, activé par 
phosphorylation, se lie directement sur les promoteurs de ompF et ompC pour moduler leur 
transcription (325). Les systèmes CpxAR et EnvZ/OmpR sont connectés par MzrA, une 
protéine de la membrane interne (328, 329) (Figure 28). MzrA, en réponse à l'activation de 
CpxAR, interagit directement avec EnvZ qui, à son tour, stabilise OmpR sous sa forme 
activée. La connexion entre ces deux systèmes permet à la cellule bactérienne de s'adapter à 
de nombreux changements environnementaux (328, 330). Cependant, leur implication est peu 







Figure 28. Liaison entre les systèmes de régulation CpxA/CpxR et EnvZ/OmpR médiée 
par MzrA, d’après (329). 
Les effets des régulateurs sont matérialisés par des traits rouges (inhibition) et des flèches 
vertes (activation). L’activation des voies CpxA/CpxR et σE favorise la synthèse de MzrA, 
qui, à son tour, module l'activité de EnvZ/OmpR pour favoriser l'accumulation de OmpR~P. 
Des niveaux élevés de OmpR~P régulent positivement l’expression de ompC, et négativement 
celle de ompF. Par ailleurs, OmpR~P exerce un rétrocontrôle négatif sur l’expression de 
mzrA.  
4.1.2.2 Régulation post-transcriptionnelle 
L’expression des gènes ompC et ompF est également soumise au contrôle post-
transcriptionnel de petits ARN régulateurs : MicF, MicC, IpeX, RseX, RybB et CyaR (331, 
332). Ces petits ARN anti-sens empêchent la traduction par appariement de bases avec leurs 
ARN messagers (ARNm) cibles dans la région englobant le site de liaison du ribosome et le 
codon d'initiation (333). MicF (« mRNA-interfering complementary RNA for ompF gene » ) 
est le premier ARN interférant identifié chez E. coli (334). Le gène micF est situé en amont 
du promoteur de ompC. MicF présente, dans sa partie 5’-terminale, une séquence 
partiellement complémentaire à celle de l’ARNm du gène ompF, ce qui permet leur 
appariement. Il en résulte une inhibition de la traduction de ce dernier, une augmentation de 
sa dégradation par les RNAses cellulaires et finalement une diminution de la synthèse de la 
porine OmpF (Figure 29). Dans des conditions d'osmolarité élevés, OmpR active l'expression 










régulée par des facteurs transcriptionnels globaux de la famille AraC/XylS (MarA, SoxS et 
Rob) qui sont impliqués dans le phénotype de MDR. De la même façon que MicF, l’ARN 
anti-sens MicC régule l’expression de l’ARNm de OmpC (335). Le gène micC est localisé en 
amont du gène ompN qui code pour la porine quiescente OmpN. Il est transcrit dans des 
circonstances opposées à celles dans lesquelles micF est exprimé, c’est-à-dire lorsque la 
température et la pression osmotique sont peu élevées (Figure 29). Contrairement à MicF et 
MicC, IpeX ne s’apparie pas avec les ARNm de OmpF et OmpC. Il a été identifié comme un 
suppresseur des OmpC défectueuses (336). Enfin, l’expression des porines est également 
régulée par des petits ARN σE-dépendants: RybB (inhibant l’expression de ompC), RseX 
(ciblant ompA et ompC), et CyaR (réprimant ompX) (333, 337, 338).  
4.1.2.3 Régulation post-traductionnelle 
La synthèse des porines est également régulée négativement au niveau post-traductionnel par 
la protéine OmpX par un mécanisme encore mal élucidé (339, 340) (Figure 29). Dans des 
conditions d’osmolarité élevées, la surexpression de OmpX provoquerait une saturation des 
protéines chaperonnes indispensables à l’assemblage et à l’insertion correcte des porines dans 
la membrane externe. Les porines présentant une conformation défectueuse seraient alors 
dégradées par des protéases de type Deg (341).  
4.1.2.4 Régulation globale par les composants de la famille AraC/XylS 
La perméabilité de la membrane externe est sous le contrôle global d’une cascade de 
régulation complexe, qui régit à la fois l’influx (via les porines) et l’efflux (via les pompes) 
transmembranaires (342). Une vue d’ensemble de ce système tel qu’il est probablement 
organisé chez E. coli est présentée dans la Figure 29. 
Parmi les régulateurs globaux, le mieux étudié est le locus mar (« multiple antibiotic 
resistance »), décrit pour la première fois chez E. coli grâce à sa capacité à induire un 
phénotype de MDR (343, 344). Il est constitué de deux unités de transcription divergentes 
marRAB et marC, séparées par la région opératrice marO. Le gène marR code un répresseur 
qui empêche de façon constitutive la transcription de l’opéron marRAB, tandis que marA code 
un activateur transcriptionnel qui régule l’expression de nombreux gènes. La fonction des 
produits des gènes marB et marC est, quant à elle, mal connue. marB code pour une petite 
protéine périplasmique qui réprime la région promotrice marO, par un mécanisme indirect 
inconnu à l’heure actuelle (345). La protéine MarA possède, comme tous les facteurs de type 
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AraC/XylS, un domaine de liaison à l’ADN de type hélice-tour-hélice et reconnaît une 
séquence spécifique d’une vingtaine de pdb appelée « marbox » (344). Une telle séquence est 
présente au sein de la région marO, ce qui implique que MarA est capable d’autoactiver la 
transcription de l’opéron marRAB (346). Cet opéron est aussi induit par différents composés 
chimiques (antibiotiques, acide salicylique, agents oxydants...) et par d’autres activateurs 
transcriptionnels tels que SoxS et Rob. Le niveau de MarA est contrôlé au niveau post-
traductionnel par les protéases Lon (347). L’ensemble des gènes dont l’expression est 
contrôlée par MarA forment le régulon mar, qui comprend plus de soixante gènes impliqués 
dans la résistance aux antibiotiques, la perméabilité membranaire, la réponse au stress 
oxydant et le métabolisme (339, 344). 
SoxS est l’effecteur du régulon soxRS, qui assure chez les entérobactéries la réponse au stress 
oxydant, et notamment aux composés générateurs de l’ion superoxyde, comme le paraquat 
(348). Dans le génome de E. coli, les gènes soxS et soxR sont localisés côte à côte avec une 
orientation opposée (349, 350). L’induction des gènes qui constituent le régulon soxRS se fait 
en deux étapes : en présence d’agents oxydants, le régulateur SoxR favorise l’expression de 
soxS ; le facteur SoxS, produit en grande quantité, active ensuite la transcription des gènes 
cibles (348). Il a été montré que la protéine SoxR est un homodimère dont chaque chaîne 
polypeptidique est liée à un groupement prosthétique [2Fe-2S] par l’intermédiaire de quatre 
résidus cystéine. Une réaction d’oxydation au niveau de ces clusters fer-soufre fait passer 
SoxR de sa forme réduite [2Fe-2S] inactive à une forme oxydée [2Fe-2S]2+ ayant des 
propriétés d’activateur transcriptionnel (351). Par sa séquence, SoxS appartient à la famille 
AraC/XylS et agit comme facteur de transcription après fixation sur une séquence d’ADN, 
« soxbox », présentant une forte homologie avec la « marbox » activée par MarA. De ce fait, 
les gènes activés par MarA et SoxS tendant à être considérés comme faisant partie d’un même 
régulon (344, 352). L’expression de SoxS, comme celle de MarA, est contrôlée à un niveau 
post-traductionnel par les protéases Lon (347). 
La protéine Rob est un autre membre de la famille AraC/XylS. Elle a été tout d’abord 
caractérisée chez E. coli par sa capacité à se lier à l’origine de réplication (oriC) du 
chromosome bactérien (353). Sa séquence en acides aminés présente une identité d’environ 
50 % avec MarA et SoxS. De plus, il a été montré que Rob active la transcription des gènes 
appartenant au régulon mar-soxRS et reconnaît les mêmes sites de liaison au niveau de l’ADN 
(« marbox »/« soxbox »/« robbox ») (352, 354). Cependant, contrairement à MarA et SoxS, la 
protéine Rob n’a pas de répresseur connu et est exprimée de façon constitutive, sans pour 
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autant engendrer un phénotype de multirésistance aux antibiotiques. C’est en présence 
d’inducteurs (acides gras à chaîne moyenne, sels biliaires) qui se lient à son extrémité C-
terminale que Rob active la transcription de ses gènes cibles (355). 
Ces différents régulateurs sont observés chez de nombreuses entérobactéries. Un autre 
activateur transcriptionnel de la famille AraC/XylS, RamA, a été décrit chez plusieurs espèces 
au sein desquelles il joue un rôle important : K. pneumoniae, S. enterica, E. aerogenes et 
E. cloacae (342). De façon intéressante le gène ramA est absent du génome de E. coli. 
 
 
Figure 29. Cascade de régulation de la perméabilité membranaire proposée chez E. coli, 
d’après (14, 332, 342, 344, 345, 354). 
Les gènes codant des répresseurs transcriptionnels ou post-traductionnels sont indiqués en 
rouge, les activateurs en vert. Les effets des différents régulateurs sont matérialisés par des 
traits rouges (inhibition) et des flèches vertes (activation). Les rectangles hachurés 
représentent les régions intergéniques où sont localisées les séquences promotrices.  
4.1.3 Rôle des porines dans la résistance aux antibiotiques 
E. coli, et plus généralement les bacilles à Gram négatif, ont développé différents mécanismes 
d’altération des porines afin de limiter la pénétration intracellulaire des antibiotiques : 
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diminution du niveau d’expression des porines, synthèse d’une porine mutée et inhibition des 
porines par des polyamines (15). L’imperméabilité membranaire est le mécanisme de 
résistance aux carbapénèmes (ertapénème, imipénème, méropénème, doripénème) le plus 
fréquemment rencontré en France, devant la production de carbapénémases (356, 357). Il 
concerne 0,52% des entérobactéries isolées dans les laboratoires en France, contre 0,08% 
d’isolats producteurs de carbapénémases (356).  
4.1.3.1 Diminution de l’expression des porines 
Certains isolats cliniques expriment préférentiellement les porines de type OmpC qui 
possèdent des canaux transmembranaires plus étroits donc plus restrictifs que ceux des 
porines de type OmpF (15). Ce phénomène a été mis en évidence dans plusieurs collections 
de souches de K. pneumoniae productrices de BLSE (358, 359). Sous pression de sélection 
antibiotique, ces souches peuvent évoluer vers une imperméabilité totale, par perte de 
l’expression de la porine restante (359–361). Il a été montré qu’afin de permettre la survie des 
bactéries, les deux porines majeures absentes sont remplacées par une porine habituellement 
quiescente, OmpK37 chez K. pneumoniae (homologue de OmpN chez E. coli) (311). 
OmpK37 assure alors l’entrée des nutriments tout en limitant la pénétration des antibiotiques 
en raison de la conformation particulièrement resserrée de son canal. Très récemment, Knopp 
et coll. ont montré que la perte de « fitness » observée chez E. coli en l’absence de OmpF et 
OmpC, pouvait être compensée par la surexpression de porines alternatives PhoE et ChiP.  
D’autre part, la délétion complète du gène peut abolir l’expression des porines, comme cela a 
été montré chez une souche clinique de E. coli résistante à l’ertapénème par délétion du gène 
ompC (362). Les gènes codant pour les porines peuvent également être interrompus 
prématurément en raison de mutations ou de séquences d’insertion, ou bien présenter des 
mutations au niveau de leurs promoteurs (289, 363, 364).  
Il a été démontré, chez une souche de K. pneumoniae sauvage, que la diminution de 
l’expression des porines majeures se traduisait par une augmentation des concentrations 
minimales inhibitrices (CMI) de la céfoxitine et des C3G (365). Lorsque cette diminution 
d’expression survient chez une entérobactérie résistante aux C3G par production d’une 
céphalosporinase ou d’une BLSE, le niveau de résistance à l’ensemble des β-lactamines est 
augmenté, y compris pour les  céphalosporines de 4ème génération (C4G : céfépime et 
cefpirome) et les carbapénèmes (366–368). Les souches productrices de carbapénémases 
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peuvent également diminuer leur perméabilité membranaire, pour conduire à des souches de 
très haut niveau de résistance à ces molécules de dernier recours (289, 369).   
4.1.3.2 Mutation des porines 
La boucle interne 3, qui constitue la région de constriction de la lumière du canal, joue un rôle 
déterminant sur les propriétés de diffusion des porines. Des mutations survenant à ce niveau 
peuvent influencer fortement la sensibilité aux antibiotiques qui utilisent cette voie de 
pénétration (15).  
Low et coll. ont étudié plusieurs souches cliniques de E. coli recueillies au cours d’une 
antibiothérapie à long terme chez un patient présentant de multiples abcès du foie (370). 
Durant trois années, plusieurs classes d'antibiotiques (fluoroquinolones, céphalosporines et 
carbapénèmes) ont été utilisées successivement. Sept souches isogéniques, dont le niveau de 
résistance augmentait progressivement, ont été isolées à différents stades du traitement dans 
les hémocultures ou les abcès du patient. Deux mutations au sein de la porine OmpC (D18E et 
S274F) ont été objectivées chez tous les isolats. Les deux derniers isolats, obtenus après 
traitement par imipénème et méropénème, ont montré un haut niveau de résistance à ces 
antibiotiques et une réduction sévère de la synthèse de OmpC, en comparaison avec les cinq 
premiers isolats. En plus de sa faible expression, la porine hébergeait une substitution 
supplémentaire à une position critique de la région interne des canaux (R124H) (371).  
La résistance aux carbapénèmes liée à des mutations au niveau de la boucle 3 des porines a 
également été rapportée chez E. aerogenes et K. pneumoniae (372–374).  
4.1.3.3 Inhibition des porines  
Le dernier mécanisme proposé comme pouvant empêcher l’influx des antibiotiques est la 
production de molécules, les polyamines, capables de bloquer l’entrée du canal des porines. 
Les effets des polyamines (putrescine, cadavérine, spermidine et spermine) ont été 
essentiellement étudiés chez E. coli et il a été montré qu’elles inhibaient efficacement les 
porines OmpC et OmpF (375). La fonction physiologique de ces molécules, synthétisées par 
les bactéries (sauf la spermine) en condition de stress, serait d’empêcher l’influx de composés 
toxiques, tels que les acides biliaires ou les antibiotiques, et de favoriser la survie dans le 
tractus digestif (376). 
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4.1.4 Impact de l’imperméabilité sur la virulence  
La diminution d’expression des porines semble engendrer un coût important pour la bactérie 
qui devient imperméable à l’entrée des antibiotiques, mais également aux nutriments (377).  
Plusieurs études ont montré que l’imperméabilité membranaire s’accompagnait d’une 
diminution de la virulence des souches (314). Chez une souche de E. coli isolée dans les 
lésions intestinales d’un patient atteint de maladie de Crohn, la suppression de ompC affecte 
la capacité de la bactérie à envahir les cellules de l'intestin grêle, indiquant un possible rôle 
d’adhésine ou d’invasine pour cette porine (378). Il a également été montré que la suppression 
de ompC et ompF chez des souches entérotoxinogènes de E. coli réduisait significativement 
leur virulence chez des sujets humains (379).  Plus récemment, des études chez la souris et 
chez le nématode C. elegans ont montré une virulence atténuée des isolats de K. pneumoniae 
et E. aerogenes MDR qui sous-exprimaient leurs porines (18, 20, 380).  
 
En réponse à une pression antibiotique, la dérépression d’un des activateurs transcriptionnels 
de la cascade de régulation peut entraîner un phénotype de MDR global, résultant à la fois 
d’une diminution de la perméabilité et d’une augmentation de l’efflux (15).  
4.2 Efflux membranaire 
L’efflux actif est une autre stratégie de résistance mise en œuvre par les bactéries pour 
expulser l’antibiotique qui a diffusé à l’intérieur de la cellule (périplasme ou cytoplasme) vers 
le milieu extérieur. 
Il existe 5 familles de pompes d’efflux en fonction de la source d’énergie nécessaire à leur 
fonctionnement (gradient électrochimique ou hydrolyse de l’ATP) et de leur structure 
secondo-tertiaire (Figure 30) (126) : 
- la famille MATE (« Multidrug and Toxic Compound Extrusion »), 
- la famille MFS (« Major Facilitator Superfamily »),  
- la famille SMR (« Staphylococcal Multiresistance »),  
- la famille RND (« Resistance Nodulation Division »), 
- la famille ABC (« ATP Binding Cassette »). 
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Figure 30. Les 5 grandes familles de pompes d’efflux (190). 
Chaque famille de pompes est représentée par un de ses membres. Les principaux substrats 
efflués et la source d’énergie utilisée pour le transport sont mentionnés.  
MATE, Multidrug and Toxic Compound Extrusion ; MFS, Major Facilitator Superfamily ; 




Les membres de la famille RND sont des systèmes d’efflux tripartites, à la différence des 
autres transporteurs qui sont constitués d’une seule protéine transmembranaire.  
Les pompes RND, MFS et SMR sont des antiporteurs de protons, c’est-à-dire qu’elles 
emploient l’énergie du gradient de protons transmembranaire pour exporter une molécule de 
substrat tout en faisant entrer un ion H+. Les pompes de la famille MATE utilisent le gradient 
d’ions sodium comme source d’énergie, en plus de la force proton-motrice, tandis que les 
transporteurs de type ABC effluent leurs substrats grâce à l’hydrolyse de l’ATP (126). 
Certaines pompes d’efflux sont spécifiques d’un type de substrat et confèrent une résistance 
vis-à-vis d’une seule classe d’antibiotique, comme la pompe Tet (famille MFS) chez 
S. aureus qui est responsable de la résistance aux tétracyclines (381). Cependant, la plupart 
des transporteurs peuvent prendre en charge des molécules de structure très différente et ainsi 
contribuer à la MDR (382). 
L’analyse du génome a révélé l’existence, chez les entérobactéries, de très nombreux gènes 
ou opérons codant pour des systèmes d’efflux potentiels. Cependant, une pompe d’efflux 
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appartenant à la famille RND semble jouer un rôle majeur dans la multirésistance aux 
antibiotiques : la pompe AcrAB-TolC (14). 
4.2.1 La pompe AcrAB-TolC 
4.2.1.1 Structure 
La pompe d’efflux AcrAB-TolC est exprimée de manière constitutive par de nombreuses 
entérobactéries (14). Elle présente une forte homologie, au niveau de sa séquence en acides 
aminés, avec ses équivalents de la famille RND rencontrés dans d’autres groupes bactériens, 
tels que MexAB-OprM chez P. aeruginosa, AdeABC chez A. baumannii, CmeABC chez 
Campylobacter jejuni et MtrCDE chez Neisseria gonorrhoeae (126). 
AcrAB-TolC est un système d’efflux à quatre composantes (14):  
- une protéine de transport insérée dans la membrane plasmique : AcrB,  
- une protéine formant un canal dans la membrane externe : TolC,  
- une protéine adaptatrice périplasmique ou protéine de fusion : AcrA, 
- une petite protéine découverte récemment, associée au domaine transmembranaire de 
AcrB : AcrZ (383). 
Les données cristallographiques ont permis de modéliser leur agencement (384, 385) (Figure 
18). 
La protéine AcrB s’associe en un homotrimère, chaque unité possédant 12 hélices 
transmembranaires et un grand domaine périplasmique (386). Celui-ci se termine par une 
sorte de coiffe, en forme d’entonnoir, dont le pore permet l’interaction avec TolC et dont la 
partie évasée délimite une cavité centrale avec 3 vestibules s’ouvrant dans le périplasme. 
Cette structure est compatible avec un transport de substrats à partir du cytoplasme et à partir 
de l’espace périplasmique. Une fois rassemblés dans la cavité centrale, les substrats sont 
transportés activement à travers le pore, vers le tunnel formé par TolC qui assure leur 
expulsion. L’énergie nécessaire au transport de chaque substrat est fournie par l’entrée 
concomitante d’un ion H+. 
L’assemblage de 3 monomères de protéine TolC forme un long tunnel s’étendant à travers la 
membrane externe jusque dans le périplasme (387). L’extrémité proximale ou périplasmique 
de ce tunnel est fermée par un ensemble d’hélices enroulées qui peut s’ouvrir, par un 
mécanisme allostérique, pour laisser passer une molécule de substrat. 
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La structure de la protéine adaptatrice AcrA peut être déduite à partir de celle de son 
homologue chez P. aeruginosa, MexA, formé d’un enchaînement feuillet β / domaine lipoyl / 
longue hélice α en épingle à cheveux (Figure 31C) (385, 388). Les monomères de AcrA 
s’assemblent par 6 pour former une « gaine » autour de TolC et AcrB (Figure 31A,B) (14, 
385). 
AcrZ se replie en une longue hélice α majoritairement hydrophobe qui interagit avec le 
domaine transmembranaire de AcrB. Son extrémité N-terminale se trouve dans le périplasme 
et son extrémité C-terminale dans le cytoplasme, où elle interagit avec la partie hydrophile de 




Figure 31 : Modèle de structure proposé pour la pompe d’efflux AcrAB-TolC (385). 
(A). Modèle pseudo-atomique de la pompe à efflux. La protéine de transport (AcrB) est 
représentée en orange, tandis que celle formant un canal dans la membrane externe (TolC) 
apparaît en bleu. Un anneau constitué de 6 molécules de protéine périplasmique (AcrA), en 
jaune, assure la liaison entre ces deux éléments. La protéine associée au domaine 
transmembranaire de AcrB (AcrZ) apparait en vert. L’ensemble a une masse de 771 kDa.  
OM, Outer Membrane ; IM, Inner Membrane. 
(B). Coupe du modèle pseudo-atomique qui montre le conduit continu allant de l'entonnoir 
AcrB à la porine TolC. 
(C). Représentation des interactions entre le domaine hélice α en épingle à cheveux de AcrA 
avec TolC et les feuillets β de AcrA avec AcrB. Les domaines lipoyl n’interagissent pas avec 







Le rôle physiologique des pompes d’efflux en général, et de la pompe d’efflux AcrAB en 
particulier, est de favoriser la survie des bactéries en leur permettant d’éliminer les composés 
toxiques présents dans leur environnement. Le milieu naturel dans lequel vivent les 
entérobactéries, c’est-à-dire le tube digestif de l’homme et des animaux, est riche en 
substances antimicrobiennes telles que les sels biliaires et les acides gras. Ces composés sont 
justement des substrats de la pompe AcrAB, dont le rôle dans la tolérance à la bile a été 
démontré chez E. coli (389). 
D’une manière générale, la pompe AcrAB-TolC est capable d’effluer une grande variété de 
substrats (14, 390) :  
- les sels biliaires, 
- les acides gras,  
- les stéroïdes, 
- les colorants (cristal violet, bromure d’éthidium, acriflavine), 
- les détergents (dodécylsulfate de sodium, Triton® X-100),  
- les antiseptiques (triclosan), 
- les antibiotiques (quinolones, chloramphénicol, cyclines, β-lactamines, macrolides, 
oxazolidinones, triméthoprime, rifampicine, novobiocine, acide fusidique). 
Parmi les β-lactamines, il semblerait que l’efflux soit le plus efficace pour les molécules les 
plus lipophiles (oxacilline et cloxacilline, et à un moindre niveau pénicilline G, carboxy- et 
uréidopénicillines, céfoxitine et céfuroxime), probablement grâce à leur association aux 
phospholipides de la membrane plasmique qui facilite leur capture par AcrB (391, 392). 
4.2.1.3 Régulation 
Les gènes acrA et acrB sont juxtaposés et organisés en opéron, tandis que les gènes tolC et 
acrZ sont localisés dans un endroit différent du chromosome. Leur expression est cependant 
régulée à plusieurs niveaux par des régulateurs communs (14).  
L’expression de l’opéron acrAB est régulée au niveau local par son répresseur AcrR, dont le 
gène est situé immédiatement en amont de acrA avec une orientation opposée (Figure 16) 
(393). A un niveau plus global, elle est également sous le contrôle de la cascade de régulation 
qui régit la perméabilité membranaire (Figure 16). En effet, le promoteur de l’opéron acrAB 
présente une séquence de type « marbox »/« soxbox »/« robbox » et fait partie de l’ensemble 
des gènes appartenant au régulon mar-soxRS (352). Il a ainsi été montré que son expression 
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est augmentée par les activateurs transcriptionnels MarA, SoxS et Rob, et que cette 
surexpression participe au phénotype de MDR (344, 394). D'autres régulateurs, comme le 
répresseur AcrS de la pompe AcrEF, le récepteur du quorum sensing SdiA et les protéines H-
NS (« Histone-like Nucleoid Structuring protein ») participent également à la régulation de 
AcrAB chez E. coli (Figure 16) (395–397).  
Les gènes acrZ et tolC sont également régulés positivement par MarA, SoxS, et Rob (383, 
398). Le gène tolC possède deux promoteurs distincts. Le premier promoteur possède une 
séquence de type « marbox » tandis que le second est activé par deux autres systèmes de 
régulation, EvgAS et PhoPQ (398).  
4.2.1.4 Impact sur la résistance aux antibiotiques 
La pompe AcrAB-TolC est capable d’expulser une grande variété d’antibiotiques à 
l’exception des aminosides (14).  
Son expression constitutive chez les entérobactéries participe à leur résistance intrinsèque à 
un certain nombre de molécules lipophiles (pénicilline G, oxacilline, macrolides, 
oxazolidinones, novobiocine, acide fusidique), au même titre que la barrière formée par la 
membrane externe (126). Il a en effet été montré que l’inactivation de cette pompe chez des 
souches sauvages pouvait augmenter considérablement leur sensibilité à ces agents (399). 
Le système AcrAB-TolC joue également un rôle dans la résistance acquise aux antibiotiques, 
via une augmentation de son expression. Trois types d’évènements génétiques peuvent être à 
l’origine de cette surexpression : i) une mutation dans le gène répresseur local acrR, ii) une 
surexpression des activateurs globaux de la MDR, et iii) une modification de la région 
promotrice de l’opéron acrAB. 
§ Mutation du gène acrR 
La présence de mutations inactivatrices dans le gène acrR entraîne une dérépression de 
l’opéron acrAB et en un phénotype de MDR. De telles mutations ont été rapportées chez des 
isolats cliniques de E. coli, S. enterica, E. aerogenes et K. pneumoniae (400–407). Ces 
mutations peuvent être des substitutions d’acides aminés, touchant en particulier les motifs 
hélice-tour-hélice impliqués dans la liaison de la protéine AcrR à l’ADN cible, des délétions 




§ Surexpression des activateurs de la cascade de régulation  
Des mutations au sein des gènes marR ou soxR, ayant pour effet une surexpression des 
activateurs transcriptionnels MarA ou SoxS, ont été décrites chez de nombreuses souches 
cliniques de E. coli et sont corrélées à un phénotype de multirésistance par efflux et 
imperméabilité (406, 408–410). La surexpression de sdiA entraîne également une 
augmentation des CMI des fluoroquinolones et des C3G (396, 411). Chez les autres espèces 
d’entérobactéries, la surexpression de ramA, liée à des mutations de ramR, semble être le 
mécanisme majoritairement impliqué (412, 413).  
§ Modification de la région promotrice de l’opéron acrAB 
Ce mécanisme est hypothétique dans le cas de l’opéron acrAB et n’a jamais, à notre 
connaissance, été mis en évidence chez des isolats cliniques. Néanmoins, la surexpression de 
acrEF codant pour une pompe d’efflux homologue à AcrAB, causée par la présence d’une 
séquence d’insertion (IS) porteuse de séquences promotrices en amont de cet opéron, a été 
décrite chez des mutants de S. enterica et de E. coli sélectionnés in vitro (414–416). 
La pompe AcrAB-TolC présentant une faible spécificité de substrat, sa surexpression se 
traduit par une multirésistance aux antibiotiques, c’est-à-dire par définition une diminution de 
sensibilité à au moins trois classes différentes d’agents anti-infectieux. La résistance conférée 
est en général de bas niveau et les CMI des molécules impactées peuvent ne pas atteindre les 
concentrations critiques fixées pour définir la résistance clinique. Cependant, selon une 
hypothèse intéressante, l’augmentation de l’efflux pourrait être la première étape grâce à 
laquelle les bactéries pourraient acquérir des mécanismes de résistance supplémentaires, sous 
pression de sélection (14, 126). En effet, l’efflux diminue la concentration intracellulaire de 
l’antibiotique, permettant un délai de survie plus long, pendant lequel des mutations 
spontanées dans les gènes codant pour les protéines cibles peuvent apparaître. 
De nombreuses données de la littérature soulignent l’importance clinique du mécanisme 
d’efflux. Ainsi, la contribution de la surexpression de AcrAB dans la résistance de haut 
niveau aux fluoroquinolones, en association avec des mutations des QRDRs de gyrA et/ou 
parC, a été clairement démontrée chez E. coli (151) et K. pneumoniae (413, 417). De même, 
cette pompe est impliquée dans la moindre sensibilité à la tétracycline, à la tigécycline, au 
chloramphénicol et aux β-lactamines (notamment les céphamycines) (20, 341, 413, 418).   
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4.2.2 Les autres pompes 
Chez E. coli, l'opéron acrEF et acrD codent également pour des pompes à efflux (419, 420). 
Les protéines AcrE et AcrF présentent 80% et 88% d’homologie avec AcrA et AcrB, 
respectivement (419). Elles s’associent avec le canal TolC pour former une pompe RND 
(415). La pompe AcrEF-TolC expulse les mêmes substrats que son homologue AcrAB-TolC 
(421). Elle serait capable de prendre le relai de la pompe AcrAB-TolC, lorsque celle-ci n’est 
plus fonctionnelle (415). Son rôle dans la résistance à la tétracycline et à la tigécycline a été 
clairement démontré (341, 422, 423).  
AcrD est un homologue de AcrB qui s’associe à AcrA et TolC pour former une pompe 
tripartite (424). A la différence de AcrB, il est capable d’expulser les molécules très 
hydrophiles comme les aminosides (420, 424). 
E. coli possède également d’autres systèmes d’efflux de type RND : MdtEF (YhiUV), 
responsable de l’expulsion de métabolites toxiques et des acides biliaires, et MdtABC, 
capable d’expulser les acides biliaires, la norfloxacine, la novobiocine et la cloxacilline (425–
428). 
E. coli exprime également des pompes appartenant aux familles MFS (MdfA, EmrAB, EmrD, 
EmrKY), SMR (EmrE) et ABC (MacAB-TolC) (14). Leur impact sur la résistance aux 
antibiotiques est mal connu à ce jour.   
4.2.3 Inhibiteurs des pompes à efflux 
La découverte de molécules inhibitrices a contribué à l’étude des systèmes d’efflux. Les 
agents découplants, tels que la Carbonyl Cyanide m-ChloroPhényl-hydrazone (CCCP) et le 
DiNitroPhénol (DNP), dissipent le gradient de protons transmembranaire et empêchent le 
fonctionnement des pompes qui utilisent la force proton-motrice (126). Une autre famille de 
composés dits « peptido-mimétiques » sont capables d’inhiber les pompes RND par un 
mécanisme de compétition avec le substrat (429). Le chef de file de cette famille est le 
Phénylalanine Arginine-β-Naphthylamide (PAβN) dont l’activité a été démontrée sur la 
pompe AcrAB des entérobactéries (430). L’utilisation thérapeutique du PAβN, en association 
avec un antibiotique substrat des pompes d’efflux dont il potentialiserait l’action, est 
impossible en raison de sa toxicité. Des propriétés inhibitrices de pompes d’efflux ont aussi 
été démontrées pour d’autres classes de molécules, certaines d’entre elles étant des 
médicaments déjà utilisés chez l’homme. Il s’agit de dérivés de l’artémisinine (antipaludéen), 
des arylpipéridines et arylpipérazines (antidépresseurs de la famille des inhibiteurs de 
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recapture de la sérotonine), de dérivés de la quinoline (analogues structuraux des quinolones) 
ou encore de la chlorpromazine (antipsychotique) (14, 430). 
4.2.4 Rôle de l’efflux dans la virulence 
Les bactéries, par l’intermédiaire des pompes à efflux, exportent des composés qui leurs sont 
toxiques, comme les antibiotiques, mais aussi des facteurs de virulence importants pour la 
colonisation des cellules humaines et animales et pour la pathogénicité (adhésines, toxines, 
système de capture du fer) (390).  
Ce rôle dans la pathogénicité a été particulièrement étudié chez les pompes de la famille 
RND. Chez S. enterica, plusieurs études montrent que la pompe à efflux AcrAB-TolC est 
essentielle à la colonisation des cellules intestinales humaines et animales (19, 431–433). De 
même, chez Neisseria gonorrhoeae, la pompe MtrCDE est importante pour l'invasion du 
système génital de la souris (434). Chez P. aeruginosa, la suppression de la pompe MexAB-
OprM affecte la capacité des bactéries à envahir les cellules épithéliales et réduit la virulence 
dans un modèle de souris (435). Enfin, chez K. pneumoniae, les mutants surexprimant les 
systèmes AcrAB-TolC ou OqxAB sont significativement plus virulents chez la souris et chez 
C. elegans (18, 436, 437).  
Chez E. coli, un lien entre les systèmes d’efflux et la virulence a été mis en évidence 
uniquement pour la pompe de type ABC MacAB-TolC, qui est impliquée dans l’export de 
l’entérotoxine II produite par les ETEC (438).   
Par ailleurs, il a été montré que la suppression de différents systèmes d’efflux (RND, MFS, 
SMR ou ABC) entraînait une diminution de la formation du biofilm chez S. enterica, E. coli 
et Stenotrophomonas maltophilia (439–441).  
 
Au vu de ces données, il semble intéressant d’étudier si l’imperméabilité, d’une part, et 
l’efflux, d’autre part, ont un impact sur le fitness et la virulence du clone mondialement 

























1 Epidémiologie de la multirésistance aux antibiotiques chez les 
entérobactéries 
 
Les bactéries MDR ne sont sensibles qu’à un petit nombre d’antibiotiques utilisables en 
thérapeutique en raison de l’accumulation de résistances naturelles et/ou acquises à au 
minimum 3 familles d’antibiotiques. La multirésistance constitue une première étape vers 
l’impasse thérapeutique. Avec l’émergence des EBLSE de type CTX-M dans les années 2000, 
la prévalence des entérobactéries MDR a fortement augmenté dans les établissements 
hospitaliers mais aussi en milieu communautaire (1, 7). Depuis 2011, les infections à EBLSE 
sont devenues plus fréquentes que celles à SARM en France (442). 
Pour traiter les infections à EBLSE, les carbapénèmes, des β-lactamines de « dernier 
recours » à très large spectre, ont été largement utilisés (48). Cependant, l’émergence et la 
diffusion mondiale des entérobactéries résistantes aux carbapénèmes inquiètent grandement la 
communauté médicale (4). Cette résistance s’explique par deux mécanismes :  
- un défaut d’accumulation de l’antibiotique à l’intérieur de la cellule bactérienne,  
- une inactivation de l’antibiotique par l’acquisition de gènes codant pour des 
carbapénémases.  
 
Les infections par EPC constituent une véritable impasse thérapeutique, d’où leur 
dénomination de Bactéries Hautement Résistantes émergentes (BHRe). La collecte 
d’informations, basée sur une surveillance locale des taux de résistances, est apparue capitale 
pour estimer les changements de sensibilité des pathogènes. Des programmes de surveillance 
de cette expansion de la résistance se sont ainsi développés en France. Depuis le 1er Février 
2011, le Service de Microbiologie du CHU de Nîmes a été désigné Laboratoire Régional 
Référent dans la détection et l’identification des bacilles à Gram négatif multi- et hautement 
résistants par l’Agence Régionale de Santé (ARS) du Languedoc-Roussillon. Nous 
coordonnons cette activité, avec le Pr Jean-Philippe Lavigne, pour limiter la diffusion de ces 
bactéries.  
Cette thématique a fait l’objet de plusieurs études épidémiologiques dans le Sud de la France. 
Nous nous sommes tout d’abord intéressés à la prévalence du portage digestif des 
entérobactéries résistantes aux C3G dans une population peu investiguée, la population 
pédiatrique. Nous avons montré que 15,2% des enfants présentant une diarrhée aigüe 
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(N=1118), hospitalisés en 2012 dans sept établissements du Sud de la France, étaient 
colonisés par une entérobactérie résistante aux C3G. La principale espèce concernée était 
E. cloacae (59,9%), suivie d’E. coli (34,5%). La prévalence du portage d’EBLSE a été 
estimée à 5,2% (enzymes majoritairement de type CTX-M) (publication n°1).   
Nous nous sommes ensuite intéressés à l’épidémiologie moléculaire des souches 
d’entérobactéries résistantes aux carbapénèmes envoyées pour expertise au Laboratoire 
Référent du Languedoc-Roussillon. Parmi les 151 souches d’entérobactéries résistantes 
collectées entre 2011 et 2013, 32 EPC ont été identifiées. Les enzymes étaient essentiellement 
des OXA-48 (94%, n=30) produites par des souches de K. pneumoniae appartenant aux 
ST101 (43%, n=9), ST15 (28%, n=6), ST395 (14%, n=3), ST405 (10%, n=2) et ST17 (5%, 
n=1). Les autres espèces productrices d’OXA-48 étaient des E. coli (n=8) et un E. cloacae. 
Seulement deux souches produisaient l’enzyme KPC. La majorité des entérobactéries (n=117) 
étaient résistantes aux carbapénèmes par un mécanisme d’imperméabilité membranaire, 
associé à la production d’une céphalosporinase chromosomique (déréprimée ou plasmidique) 
ou à celle d’une BLSE (publication n°2). 
En 2014, les EPC de type NDM ont émergé dans notre région (Figure 32, données non 
publiées). Parmi les 120 EPC identifiées par notre Laboratoire en 2014-2015, les enzymes 
OXA-48 ne concernaient plus que 66% des souches (n=79). Les carbapénémases de type 
NDM, absentes en 2011-2013, ont été identifiées dans 31% des cas (n=37). Un clone 
majoritaire de K. pneumoniae ST147 (n=12, isolées dans quatre établissements de soins) 
semble être en partie responsable de cette diffusion régionale des enzymes NDM (Figure 33). 
Les autres EPC (KPC n=2, VIM n=1 et IMI n=1) ont été isolées de manière sporadique et 














Figure 32. Evolution du nombre de souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénèmes (n=724) et productrices de carbapénémases 






Figure 33. Dendrogramme basé sur l’analyse par rep-PCR (diversiLab®, bioMérieux) des souches de K. pneumoniae productrices de 
NDM (±OXA-48) adressées au Laboratoire de Microbiologie du CHU de Nîmes (2014-2015). 
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Parallèlement à l’analyse des souches adressées à notre Laboratoire, nous avons étudié la 
prévalence des colonisations à entérobactéries résistantes aux carbapénèmes dans le Sud de la 
France. De Février 2011 à Mai 2012, 1135 selles ou dépistages rectaux ont été recueillis dans 
7 Centres Hospitaliers du Sud de la France. La prévalence du portage digestif  
d’entérobactéries résistantes aux carbapénèmes et d’EPC était très faible : 0.35% (n=4) et 
0.09% (n=1), respectivement. Par ailleurs, cette étude nous a permis d’évaluer les 
performances de deux nouveaux milieux de dépistage des EPC : chromID® CARBA et 
chromID® OXA-48 (bioMérieux) (publication n°3). 
Le Service de Microbiologie du CHU de Nîmes est également, depuis peu, laboratoire expert 
auprès de l’ONERBA (Observatoire National de l’Epidémiologie et de la Résistance 
Bactérienne) ce qui nous permet de poursuivre nos travaux à un niveau national. 
Nous avons ainsi participé à l’étude nationale de prévalence des EPC parmi les 
entérobactéries isolées dans les infections des patients hospitalisés en France entre Novembre 
2011 et Avril 2012. Durant cette période, 133  244 isolats d’entérobactéries ont été identifiés 
dans les 71 hôpitaux participants. La prévalence des EPC a été estimée à 0,08% pour 
l’ensemble des espèces (0,01% pour E. coli et 0,27% pour K. pneumoniae). Le taux 
d'incidence des EPC pour 1000 jours d’hospitalisation était faible (0.0041), très inférieur à 
celui des isolats résistants aux carbapénèmes, tous mécanismes confondus (0,1250) 
(publication n°4). 
Toujours en collaboration avec l’ONERBA, nous avons participé à l’étude moléculaire des 
clones de K. pneumoniae producteurs d’OXA-48 émergeant en France. Cinquante-trois 
souches isolées entre 2011 et 2013 dans 21 établissements français ont été analysées. Nous 
avons montré que les clones qui prédominaient dans notre région (ST15, ST101, ST395, 
ST405) étaient également les plus répandus sur le territoire français (publication n°5). 
 
Une collaboration avec l’Université de Constantine, dans le Nord-Est de l’Algérie, nous a 
permis d’étudier l’épidémiologie moléculaire des E. coli MDR dans un hôpital militaire de 
cette région, en 2011-2012. La production de BLSE et la MDR concernaient 18,7% et 20,9% 
des 448 isolats analysés, respectivement. La prévalence du clone ST131, clone non rapporté 
jusqu’à présent en Algérie, a été évaluée à 11,9% parmi les E. coli producteurs de BLSE. Une 
souche produisait la carbapénémase OXA-48 (publication n°6).  
Les animaux d’élevage, en particulier la volaille dont la viande possède des taux élevés de 
contamination bactérienne (230), sont des vecteurs de la résistance aux antibiotiques chez 
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l’Homme. Nous avons ainsi étudié la clonalité des E. coli aviaires commensaux et humains 
(souches commensales des fermiers et isolats cliniques d’un hôpital militaire) résistants aux 
quinolones, dans cette même région du Nord-Est de l’Algérie. 44.3% des E. coli aviaires 
étaient MDR. La résistance à la ciprofloxacine chez ces isolats était élevée (prévalence 
globale de 51,4%), y compris dans les fermes n’ayant pas recours à des antibiotiques de la 
classe des quinolones. Aucun des isolats aviaires étudiés n’appartenait au clone ST131, 
suggérant que le succès de ce clone est avant tout un phénomène humain. L’analyse de la 
clonalité des souches par rep-PCR a montré que 3 clones (de ST21, ST48 et ST471) étaient 
communs aux souches aviaires et aux isolats cliniques humains. Un autre clone (de ST108) a 
été identifié à la fois chez les souches aviaires et les souches commensales humaines. Cette 
étude suggère un lien épidémiologique étroit entre les souches résistantes aux 
fluoroquinolones d’origines aviaire et humaine (publication n°7). 
Devant la pénurie de nouveaux antibiotiques actifs contre les entérobactéries, la prévention de 
la transmission croisée des BHRe est un enjeu majeur pour limiter leur dissémination. Ainsi, 
en collaboration avec l’équipe opérationnelle d’hygiène du CHU de Montpellier, nous avons 
montré l'intérêt de la mise en place d’un registre dynamique de suivi des patients porteurs de 
BHRe et de leurs patients « contact » (publication n°8).  
Nous avons également montré l’importance de l’analyse de la clonalité des EPC dans les 
Centres Experts. Cette analyse nous a permis de relier 4 cas éloignés dans le temps (Juin 2012 
à Février 2014) impliquant des K. pneumoniae productrices d’OXA-48 dans le Service de 
Réanimation Médicale de notre CHU, et d’identifier un réservoir environnemental dans ce 
Service. L’épidémie a pu être contrôlée par l’éradication de ce réservoir (publication n°9).   
La détection précoce des BHRe par les laboratoires est aussi un élément essentiel de la lutte 
contre la diffusion de ces bactéries, afin que les mesures d’hygiène spécifiques soient 
appliquées le plus rapidement possible. Notre équipe a testé les performances de plusieurs kits 
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Abstract  
Purpose: The objectives of this study were to determine rates, patterns and mechanisms of 
antibiotic resistance and to assess connections between chicken commensal, human 
commensal and pathogenic ciprofloxacin-resistant E. coli isolates. 
Methods: All E. coli isolates collected from chickens, their farmers and patients in 
Constantine region (North-east Algeria) were analyzed for bla and plasmid-mediated 
quinolone resistance (PMQR) genes contents, phylogroups, Rep-PCR profiles and Multilocus 
Sequence Types.    
Results: A high prevalence of resistance to fluoroquinolones (51.4% to ciprofloxacin) was 
recorded in avian isolates. 22.2% of them carried the aac(6’)-Ib-cr gene, whereas lower 
resistance levels to these antibiotics were recorded in chicken farmers’ isolates. None of the 
commensal isolates harbored the qnr, qepA or oqxAB genes. One human pathogenic isolate 
was ertapenem-resistant and harbored the blaOXA-48 gene, 84 showed an extended-spectrum b-
lactamase phenotype with blaCTX-M-15 gene prevalent in 87.2% of them. Seventy isolates were 
resistant to fluoroquinolones with aac(6’)-Ib-cr present in 72.8%, qnrB in 5.7% and qnrS in 
10%. Three Rep-PCR profiles were common to chicken commensal and human pathogenic 
isolates (phylogroups D and B1; ST21, ST48 and ST471, respectively), one was found in both 
chicken and chicken-farmer commensal strains (D; ST108) while another profile was 
identified in a chicken-farmer commensal strain and a human pathogenic one (B1; ST19).  
Conclusion: These findings suggest clonal and epidemiologic links between chicken and 
human ciprofloxacin-resistant E. coli isolates and the important role that poultry may play in 
the epidemiology of human E. coli infections in Constantine region. 
 
Key words: Escherichia coli, chicken, farmers, hospital, drug resistance, clonality 
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Introduction 
Escherichia coli are commensal bacteria found in the gastrointestinal tract of humans and 
many animal species. However, some strains are pathogenic and frequently encountered in 
clinical practice. In poultry production, colibacillosis (caused by avian pathogenic E. coli: 
APEC) continues to be a devastating disease all over the world.  
Antimicrobial therapy is an important tool to reduce both the incidence of this pathology and 
its economic impact [1]. Nevertheless, used therapeutically or given sub-therapeutically as 
feed additives, antibiotics seem to have a profound impact on the development of antibiotic 
resistance in commensal bacteria, which are potential genetic partners in the transfer of 
resistance genes to pathogenic ones [2, 3]. Since many years, the multiplication of bacterial 
resistance to antibiotics in animals has became a major concern in both animal and public 
health, as resistant bacteria can pass through the food chain to people [4]. In several surveys, 
the use of antibiotics in animal production has been held responsible for the increase of 
rebellious human infections due to resistant bacteria. The association between deficiency in 
new marketed antibiotics and accelerated evolution of bacterial resistance in both animals and 
humans represents a real "emergency" and is more considered as an ecosystem problem 
especially for commensal microfloras [5]. 
Many studies demonstrated that some APEC strains could belong to the same clones as 
human extraintestinal pathogenic ones (ExPEC) and may act as potential pathogens for 
humans as they often possess similar virulence genes [6-9]. However, few studies have been 
investigating the relationship between avian non clinical bacteria and human pathogenic ones. 
The present study was designed to assess in details rates, patterns and mechanisms of 
antibiotic resistance in chicken commensal, human commensal and pathogenic E. coli strains 
in Constantine region (North-East of Algeria) and to evaluate the connection between them. 
 
Material and methods 
Chickens and chickens farmers’ commensal isolates 
Fourteen independent farms keeping chicken flocks (A to N, aged of 35 days or more) from 
various regions of Constantine were randomly enrolled from March 2011 through December 
2012. On each farm, a mixture of 20 fresh poultry droppings was collected as well as a stool 
sample from consenting chicken farmer. At the laboratory, samples were diluted and cultured 
on MacConkey agar (bioMerieux, France). Suspected colonies were identified using the API 
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20E system (BioMérieux) and from each sample five E. coli colonies were arbitrarily selected 
for antibiotic susceptibility testing.  
The following information were also recorded: flock size, age, health status and antibiotics 
used for birds, other animals kept at the farm, recent hospital stay and antibiotics taken by 
poultry farmers, their family members or their companion animals during the last three 
months.  
 
Human pathogenic isolates 
We selected 94 (consecutive non repetitive) human pathogenic E. coli isolates obtained from 
various clinical samples and collected from different wards of the Military Hospital of 
Constantine from March 2011 to December 2012. Epidemiological and clinical data were 
collected for each patient. 
 
Antimicrobial susceptibility testing and ESBL detection 
All isolates were subjected to susceptibility testing against 31 selected antibiotics important in 
clinical practice by the disc diffusion method. Results were interpreted according to the 
SFM/EUCAST recommendations [http://www.sfm-microbiologie.org]. ESBL-production was 
screened by the double-disk synergy test and fluoroquinolones-resistant isolates were selected 
for further molecular analyses at the INSERM U1047 (France).  
 
Characterization of β-lactamase-encoding and PMQR genes 
Plasmid or chromosomal DNA was extracted from the isolates using the EZ1 DNA Tissue kit 
on the BioRobot EZ1 extraction platform (QIAGEN, France). Genes encoding for the most 
clinically prevalent carbapenemases (blaKPC, blaOXA-48-like, blaVIM, blaIMP, and blaNDM) and 
ESBLs (blaTEM, blaSHV, and blaCTX-M) were detected by PCR and confirmed by sequencing 
the PCR products [10-12]. Similarly, plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes 
(qnrA, qnrB, qnrS, qepA, aac(6’)-Ib-cr and oqxAB) were screened and confirmed (by PCR 
and  sequencing) in all the quinolones-resistant isolates [13-16]. 
 
Phylotyping and O25b subgrouping 
Phylogenetic groups of the E. coli isolates and the O25b subgroup of the ESBL-producers 




The genetic relationship of all the human and avian ciprofloxacin-resistant isolates was 
studied using Rep-PCR (DiversiLab system, bioMérieux). Isolates with identical patterns 
were considered indistinguishable if their similarity percentage was ≥ 95%. 
 
MLST 
Multilocus sequence typing (MLST) was carried out by PCR amplification and sequencing of 
eight housekeeping genes: dinB, icdA, pabB, polB, putP, trpA, trpB and uidA. Allelic profile 
and sequence type determinations were assigned according to the Institut Pasteur’s MLST 
web site scheme (www.pasteur.fr/mlst).  
 
Statistical analysis 
Comparisons of antimicrobial resistance rates distribution and the resistance genes 
characteristics of the different E. coli isolated from poultry (P), their farmers (F) and clinical 
samples (C) were performed by calculating Fisher’s exact test (at 95 % CI and p<0.05%) 
using SAS/ETS® version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 2004).  
 
Results 
Drug resistance profiles and phylogenetic grouping in chicken commensal E. coli 
The resistance phenotypes confirmed that among the 70 avian commensal E. coli, 44.3% 
(belonging to all flocks except B and F) were resistant to three or more antimicrobial classes.  
Resistance levels to nalidixic acid (88.6%), ofloxacin (80%) and ciprofloxacin (51.4%) were 
very frequent and all the strains were susceptible to 3rd generation cephalosporins and many 
other antibiotics (Table 1).  
Among the ciprofloxacin-resistant isolates (n=36) none harbored qnr, qepA or oqxAB genes, 
but 22.2% of them carried aac(6’)-Ib-cr gene. These isolates were distributed among the four 
main phylogenetic groups: B1 (41.7%), D (30.6%), A (25%) and B2 (2.7%) (Table 2). They 
were detected from all the poultry farms except the F one and 59.6% of them belonged to 




Drug resistance profiles and phylogenetic grouping in chicken farmers commensal E. coli 
These isolates showed lower resistance levels to nalidixic acid (15.7%), ofloxacin (11.4%) 
and ciprofloxacin (5.7%) and all were susceptible to 3rd generation cephalosporins and other 
drugs (Table 1). None of the chicken farmers was treated with antibiotics and 64.3% of them 
had pets. 
Half of the ciprofloxacin-resistant isolates were collected from farmers who did not use these 
drugs for their poultry. These isolates harboured no PMQR genes. They belonged to 
phylogroups A (25%), B1 (25%) and D (50%) (Table 2) and were isolated in poultry farms B, 
D, F and N. 
 
Drug resistance profiles and phylogenetic grouping in human pathogenic E. coli 
Among the 94 clinical isolates, one exhibited resistance to ertapenem (1.1%), 84 (89.4%) 
showed an ESBL phenotype and 70 (74.5%) were insensitive to ciprofloxacin. 
Resistance to antibiotics was significantly more prevalent in clinical isolates than in farmers 
or poultry isolates (22/31 antibiotics tested) in particular to ciprofloxacin (p<0.001) (Table 1).  
The ertapenem-resistant strain harboured the blaOXA-48 gene in association with blaTEM-1 and 
aac(6’)-Ib-cr. Among the 84 ESBL-producers, 82 harboured the blaCTX-M-15 gene and the two 
remaining strains carried blaTEM-24 and blaTEM-3. These ESBLs were significantly associated 
with strains isolated from patients (p<0.001). 78.1% of the blaCTX-M-15+ isolates showed co-
resistance to ciprofloxacin (Table 2). 
aac(6’)-Ib-cr gene was identified in 51 (72.9%) ciprofloxacin-resistant strains, qnrS in seven 
(10%) and qnrB in five (7.1%). The presence of aac(6’)-Ib-cr gene was significantly 
associated with clinical strains as compared to poultry or farmer ones (p<0.001). The qnr+ 
strains also harboured aac(6’)-Ib-cr gene in 6 of qnrS+ and 2 of qnrB+ strains. 
Ciprofloxacine-resistant isolates were scattered among the four major phylogenetic groups: D 
(40%), A (24.3%), B1 (18.6%) and B2 (17.1%) (Table 2).  
 
Clonality analysis and MLST of ciprofloxacin-resistant E. coli strains 
The obtained dendrogram showed that the 110 fluoroquinolones-resistant isolates were 
grouped in 38 Rep-PCR patterns (data not shown). Only seven profiles included five or more 
isolates: patterns XXIII (n=14; phylogroup D; ST3), XXXIII (n=13; B2; ST43), VI (n=10, 
B1; ST471), XXXVI (n=10; D; ST477), XIII (n=8; A; ST2), XVI (n=5; A; ST2), and XIX 
(n=5; A; ST347). The residual patterns contained two to four isolates (10 Rep-PCR patterns) 
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or single isolates (21 Rep-PCR patterns). Cluster of the sixth profile was very diverse, 
intermixing isolates of different origins (Hospital and several farms: A, C, D and J) and all the 
clonally related isolates (determined by Rep-PCR) were of the same sequence-type defined by 
MLST. Three clonal groups (VI, X and XXXI) connected chicken commensal isolates to 
human pathogenic ones. They belonged to phylotypes B1 and D and ST21, ST48 and ST471 
(Fig. 1). One pattern (XXX) was common to chicken and chicken-farmer commensal strains 
(D; ST108) and another (I) was identified in a chicken-farmer commensal strain and a human 
pathogenic one (B1; ST19) (Fig. 1). The clustered isolates exhibited slight variations 
independently of their origin, year of isolation, resistance pattern or sample nature. This 
suggests a link between the poultry E. coli isolates and the humans’ ones.  
All the 12 human B2 O25b-ST131 strains did not cluster with any avian strain suggesting the 
absence of any chicken reservoir for this worldwide clone. The same observation could be 
made for the blaOXA-48+ strain that belonged to ST5. 
 
Discussion 
The findings of the present study provide evidence of a genetic homogeneity and a clonal link 
between E. coli from poultry, farmers and clinical cases in Constantine region suggesting that 
avian commensal, human commensal and pathogenic strains are from the same origin. 
However, the exact routes of transmission remain uncertain.  
Chicken-to-human transmission of bacteria during farming has been largely demonstrated. 
Johnson et al. [19, 20] showed that ciprofloxacin-resistant E. coli strains from human blood 
and fecal samples were almost identical to resistant isolates from geographically linked 
chickens whereas drug-susceptible human E. coli strains were genetically distinct from avian 
ones, suggesting a possible dissemination via the poultry. E. coli strains could also be 
transmitted from poultry to humans through meat consumption and environmental 
contamination with manure or faeces of wild or domestic birds [21, 22]. Another route of 
antimicrobial-resistant E. coli entry into the community is through occupational exposure to 
E. coli from live-animal contact in the broiler chicken industry [23]. This had been confirmed 
by our findings, as we observed clonality between chicken and chicken farmers’ strains, and 
between the latter and human pathogenic ones.  
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The sporadic nature and the appearance of new pathogenic E. coli strains by virtue of novel 
STs suggests that these strains may be commensal that have acquired the antibiotic resistance 
encoding plasmids (especially ESBL) [24]. This is in agreement with our findings as we 
observed clonality between a blaCTX-M-15+ ExPEC strain and one chicken-farmer commensal 
strain and another blaCTX-M-15+ ExPEC strain with two chickens commensal ones (Fig. 1). 
Acquisition of resistance genes may also be accounted for the differences in drug resistance 
between our clonal avian-human strains and clonal commensal-pathogenic strains as the drug 
selection pressure in clinical environments is the major cause of the accumulation of 
resistance determinants against antibiotics. According to Kolar et al. [25], b-lactamases of the 
blaCTX-M-9 group are the most frequently found in poultry. blaOXA-48 had been reported in K. 
pneumoniae and E. cloacae from companion animals (especially dogs, cats and horses) but 
not birds [26]. 
 
Ciccozzi et al. [27] suggested that the potential transmission of multidrug resistant E. 
coli clones from poultry to humans seems to involve phylogroups A and B1 rather than B2 
and D. Phylogroups A and B1 are known to be broad host-spectrum and could be found in all 
vertebrate hosts whereas B2 and D are narrow host-spectrum and largely restricted to 
endothermic vertebrates with B2 isolates as the most host adapted [28]. In the adaptation 
process, mutation is the main driving evolutionary course in the E. coli group A whereas 
recombination is more prevalent in B1, B2 and D [29]. Phylogroups A, B1 and D are more 
likely to have derived from the ancestral E. coli lineages [30, 31] and the minor genetic 
differences observed between strains from the different source groups could be related to their 
further evolutionary changes associated with host specificity [32]. This is another explanation 
of our results as we found clonal human and avian strains belonging mainly to phylogroups 
B1 and D. 
 
Interestingly, we did not find any correlation between the most important worldwide 
drug-resistant and virulent E. coli O25:H4-B2-ST131 clone (mainly responsible of urinary 
tract infections) and any avian strains. This is an important finding since the ST131 clone has 
been previously isolated from clinical cases and the environment in Algeria [33, 34]. In 
contrast, a 90.9% similarity was found between avian and human O25b:H4-ST131 ibeA-
blaCTX-M-9+ strains in Spain [35]. According to Giufrè et al. [36] and Cortès et al. [37], ST131 
clone is strongly predominant in human ciprofloxacin-resistant E. coli strains, but less in 
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avian ones in which it has not necessary to produce an ESBL and the acquisition of these 
enzymes encoding plasmids was probably achieved in a later stage of its evolution [35, 38, 
39]. The fact that a big number of our ExPEC isolates belong to clusters exclusive to humans 
suggests that most of human pathogenic strains may not be derived from extra-human (avian) 
ones. However the clonality among several avian and human isolates supports the idea of 
their evolution from a recent common ancestor. 
 
Conforming to Lee et al. [40], most fluoroquinolone-resistant E. coli in poultry are 
commensals that harbour mutations in gyrA or less frequently parC. These chromosomally 
encoded genes have not been investigated in our study and instead we focused on PMQRs 
because of plasmids’ extreme flexibility in the acquisition and transfer of resistance. The 
same ciprofloxacin-resistant strains common in both chickens and humans could also be 
acquired from the environment or from companion animals (dogs and cats) [26, 41]. 
 
Conclusion 
This study highlights a genetic proximity among avian commensal, human commensal and 
pathogenic E. coli strains suggesting that poultry may play an important role in the 
epidemiology of human E. coli infections in Constantine region. These findings may help us 
to understand the acquisition and the evolution of antimicrobial resistance and may therefore 
help us to block its transmission pathways. Efforts are required (i) to understand the ecology 
of bacterial communities present in animals and their environments and (ii) to elucidate the 
transmission dynamics to humans. 
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Table 1 Resistance profiles of E. coli isolated from poultry (P), their farmers (F) and patients 
(C). 
 
 Origin of isolates p 
Antibiotics Poultry 
(N=70) 







P vs F P vs C F vs C 
Amoxicillin 55 (78.5) 10 (14.3) 93 (98.9) <0.001 <0.001 <0.001 
Ticarcillin 55 (78.5) 10 (14.3) 93 (98.9) <0.001 <0.001 <0.001 
Piperacillin 3 (4.3) 0 (0) 92 (97.8) NS <0.001 <0.001 
Amoxicillin/clavulanic acid 0 (0) 0 (0) 76 (80.8) NS <0.001 <0.001 
Ticarcillin/clavulanic acid 2 (2.9) 1 (1.4) 83 (88.3) NS <0.001 <0.001 
Piperacillin/tazobactam 0 (0) 1 (1.4) 8 (8.5) NS NS NS 
Cefalotin 0 (0) 0 (0) 88 (93.6) NS <0.001 <0.001 
Cefamandole 3 (4.3) 0 (0) 90 (95.7) NS <0.001 <0.001 
Ceftazidime 0 (0) 0 (0) 78 (82.9) NS <0.001 <0.001 
Cefotaxime 0 (0) 0 (0) 87 (92.5) NS <0.001 <0.001 
Cefepime 0 (0) 0 (0) 76 (80.8) NS <0.001 <0.001 
Cefoxitin 0 (0) 0 (0) 17 (18.1) NS <0.001 <0.001 
Cefixime 0 (0) 0 (0) 82 (87.2) NS <0.001 <0.001 
Aztreonam 0 (0) 0 (0) 84 (89.3) NS <0.001 <0.001 
Mecillinam 16 (22.8) 3 (4.3) 68 (72.3) 0.002 <0.001 <0.001 
Moxalactam 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
Ertapenem 0 (0) 0 (0) 1 (1.1) NS NS NS 
Imipenem 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
Meropenem 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
Amikacin 0 (0) 0 (0) 4 (4.2) NS NS NS 
Netilmicin 0 (0) 0 (0) 29 (30.8) NS <0.001 <0.001 
Tobramycin 0 (0) 0 (0) 62 (65.9) NS <0.001 <0.001 
Gentamicin 0 (0) 0 (0) 54 (57.4) NS <0.001 <0.001 
Nalidixic acid 62 (88.7) 11 (15.7) 75 (79.7) <0.001 NS <0.001 
Ofloxacin 56 (80) 8 (11.4) 74 (78.7) <0.001 NS <0.001 
Ciprofloxacin 36 (51.4) 4 (5.7) 70 (74.4) <0.001 0.003 <0.001 
Minocycline 8 (11.4) 0 (0) 32 (34.1) <0.001 0.001 <0.001 
Cotrimoxazole 58 (82.8) 9 (12.9) 80 (85.1) <0.001 NS <0.001 
Nitrofurantoin 2 (2.9) 2 (2.9) 2 (2.1) NS NS NS 
Fosfomycin 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
Colistin 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
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Table 2 Resistance genes characteristics of ciprofloxacin-resistant E. coli strains from 
poultry, their farmers and patients. 
 
 Origin of isolates 
 
p 






Clinical samples (C) 
(N=70) 
n (%) 
P vs F P vs C F vs C 
ESBL genes       
blaCTX-M-15 0 (0) 0 (0) 65 (92.8) NS <0.001 <0.001 
blaTEM-24 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
blaTEM-3 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
Carbapenemase genes       
blaOXA-48 0 (0) 0 (0) 1 (1.4) NS NS NS 
PMQR genes       
qnrA 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
qnrB 0 (0) 0 (0) 5 (7.1) NS NS NS 
qnrS 0 (0) 0 (0) 7 (10) NS NS NS 
qepA 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
oqxAB 0 (0) 0 (0) 0 (0) NS NS NS 
aac(6’)-Ib-cr 8 (22.2) 0 (0) 51 (72.8) NS <0.001 <0.001 
Phylogenetic group       
A 9 (25) 1 (25) 17 (24.3) NS NS NS 
B1 15 (41.6) 1 (25) 13 (18.5) NS NS NS 
B2 1 (2.7) 0 (0) 12 (17.1) NS NS NS 
D 11 (15.7) 2 (50) 28 (40) NS NS NS 
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2 Etude des modulations de la perméabilité membranaire et de 
l’efflux chez E. coli ST131, impact sur le fitness et la virulence  
 
Parallèlement à ces différentes études sur la résistance aux antibiotiques des entérobactéries, 
nous nous sommes intéressés plus particulièrement au clone responsable de la majorité des 
infections à E. coli MDR (12), le clone ST131. Ce clone pandémique a été décrit comme le 
clone prédominant de la flore intestinale des sujets sains, parmi les E. coli de phylotype B2 
(224). Au sein des ST131, un sous-clone majeur, H30-Rx, a rapidement diffusé. Ce sous-
clone se distingue par l’expression de l’allèle 30 de fimH, la production de la BLSE CTX-M-
15 et la résistance aux fluoroquinolones par des mutations spécifiques de gyrA et parC (13). 
En plus des mécanismes d’hydrolyse enzymatique et de modification de cibles, la variation de 
l’influx et de l’efflux membranaires est un paramètre-clé de la résistance bactérienne aux 
antibiotiques (14, 15). Chez les entérobactéries, les systèmes d’efflux de type RND jouent un 
rôle prépondérant dans la multirésistance. La surexpression de la pompe AcrAB-TolC 
entraîne chez les entérobactéries une résistance croisée aux β-lactamines (notamment les 
molécules les plus lipophiles), aux quinolones, aux cyclines et au chloramphénicol (14, 443). 
L’imperméabilité membranaire par défaut d’expression des porines est également associée à 
une diminution de sensibilité des β-lactamines. Les molécules les plus touchées sont les 
carbapénèmes, c’est-à-dire le traitement de choix des infections sévères à bacilles à Gram 
négatifs multirésistants (5), et les céphamycines, une possible alternative dans le traitement 
des infections causées par les EBLSE (16, 17).  
Si l’impact de la modulation de la perméabilité membranaire sur la virulence a été étudiée 
chez K. pneumoniae, E. aerogenes ou S. enterica (18–20), peu d’études se sont intéressées à 
cet impact chez E. coli, et aucune chez le clone pandémique ST131. L’objectif de travail était 
de i) comprendre les mécanismes régulant la perméabilité membranaire de E. coli ST131, ii) 
évaluer leur impact sur le fitness de E. coli (mobilité, capacité à former du biofilm) et iii) 
déterminer le potentiel de virulence de mutants d’imperméabilité, d’efflux, ou associant les 
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Energy-dependent efflux overexpression and altered outer membrane permeability (influx) 
can promote multidrug resistance (MDR). The present study clarified the regulatory 
pathways that control membrane permeability in the pandemic clone E. coli ST131 and 
evaluated the impact of efflux and influx modulations on biofilm formation, motility and 
virulence in the Caenorhabditis elegans model. Mutants of two uropathogenic (UPEC) 
strains, MECB5 (ST131, H30-Rx, and CFT073 (ST73) as well as a faecal strain, S250 
(ST131, H22), were in vitro selected using continuous subculture in sub-inhibitory 
concentration of ertapenem (ETP), chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX). Mutations 
in genes known to control permeability were objectified for the two UPEC strains: MECB5-
FOX (deletion of 127 base pairs (bp) in marR, deletion of 1 bp and insertion of IS1 element 
in acrR) and CFT073-CMP (1bp deletion causing a premature stop in marR). We also 
demonstrated that efflux phenotypes in the mutants selected by CMP and FOX, were related 
to the AcrAB-TolC pump but also to other efflux systems of different families. Alteration of 
membrane permeability, e. g. underexpression of the two major porins, OmpF and OmpC, 
was shown in MECB5-ETP and mutants selected by FOX. Lastly, our finding suggested that 
efflux pump-overproducing isolates (CMP-mutants) posed a serious threat in terms of 
virulence (significant reduction in worms median survival) and host colonization (significant 
increase in swimming motility and biofilm formation capacities). Lack of porins (ETP and 
FOX-mutants) led to a high level of antibiotic resistance in H30-Rx subclone. Nevertheless, 
this adaptation created a physiological disadvantage (decreased motility and ability to form 
biofilm) associated with a low potential of virulence.  
 




Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the leading causative agent of urinary tract 
infection (UTI) in both community and hospital worldwide (1). The therapeutic management 
of UTI is increasingly problematic because of the widespread resistance to all classes of 
antibiotics, even in community-acquired infections (2). With the dissemination of the novel 
CTX-M family, E. coli has become the species most frequently associated with the 
production of extended-spectrum b-lactamase (ESBL) (3). In 2008, a globally disseminated 
and multidrug resistant (MDR) clone of E. coli O25b:H4-ST131 was identified in clinical 
samples from three continents (4). Since this first description, ST131 was shown to be a 
successful clone causing the most MDR E. coli infections while exhibiting multiple virulence 
factors (5, 6). Moreover, it was described as one of the most prevalent clone among 
phylogenetic group B2 in the digestive carriage of healthy subjects in France (7). Within the 
ST131 group, various subclonal lineages have been identified. Actually, a dominant subclone 
named H30-Rx has expanded extensively. This subgroup harbours the allele 30 of fimH, the 
type 1 fimbrial adhesin gene, and is associated with both blaCTX-M-15 carriage and 
fluoroquinolones resistance by specific topoisomerases mutations (8).  
Besides enzymatic hydrolysis or target modification, energy-dependent efflux and altered 
outer membrane permeability can promote resistance to antimicrobial agents. In 
Enterobacteriaceae, overexpression of the chromosomally encoded AcrAB-TolC efflux 
pump plays a major role in MDR, leading to a cross-resistance phenotype affecting 
Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) of quinolones, β-lactams (mainly cefoxitin), 
chloramphenicol and cyclines (9). A permeability defect as a result of porin loss or changes 
in porin structure is involved in β-lactams resistance (10). The two principally affected 
classes are carbapenems, regarded as the most powerful agents for the treatment of serious 
infections caused by ESBL-producers (11), and cephamycins, a potential alternative to 
carbapenems for treating ESBL-producing E. coli isolates (12). In E. coli, the major outer 
membrane proteins (OMP) allowing the permeation of hydrophilic coumpounds are OmpC 
and OmpF (13). Among various genetic regulators, systemic transcriptional activators of the 
AraC/XylS family, MarA and its homologs SoxS and Rob, control the expression level of 
both efflux systems and porins (14, 15). In addition, expression of the acrAB genes is 
modulate by the local repressor AcrR (16), and the balance of porins is regulated by the two-
component system EnvZ-OmpR (17).  
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If impact of efflux and influx modulation on virulence has been demonstrated in 
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica and Enterobacter aerogenes (18-21), few 
studies have investigated this impact in E. coli, and none in the pandemic clone ST131. This 
raises the question of the cost of the successive accumulation of membrane-associated 
resistance mechanisms for the bacterial fitness during the antibiotic chemotherapy and its 
consequence on the bacterial capacity during colonization process. Taking into account the 
role of OMP in various physiological states, the balance of membrane permeability can play 
a key role in the adaptation of E. coli to host conditions. The aim of this work was to get 
more insight into the regulatory pathways that control membrane permeability in ST131 E. 
coli and evaluate the impact of efflux and influx modulation on biofilm formation, motility 
and virulence in the Caenorhabditis elegans model. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains 
Experiments were carried out using three strains belonging to phylogenetic group B2: (i) the 
UPEC MECB5 strain, which is a representative isolate of the ST131 H30-Rx subclone and 
virotype C, isolated from urine of patient with cystitis in South of France (4, 22, 23), (ii) the 
UPEC CFT073 reference strain, isolated from blood and belonging to the ST73 (23, 24) and 
(iii) strain S250,  which is a recent (2006) representative of the ST131 H22 subclone and 
virotype D obtained from the digestive tract of a French healthy individual (7, 23, 25, 26). 
The main characteristics and virulence traits of these isolates are presented in Table 1. The 
avirulent OP50 E. coli was used as food source and control for the nematodes assays (18, 
23). 
In vitro selection of mutants 
Three antibiotics were used for their behaviour associated with the membrane permeability: 
(i) ertapenem (ETP), known to select mutants with porins alteration (18, 27), (ii) 
chloramphenicol (CMP) that selects mutants with efflux pump overexpression (9, 19), and 
(iii) cefoxitin (FOX), whose resistance has been described with the two mechanisms (28, 29). 
Mutants of each strain were selected using the procedure described by Miller et al. (30) by 
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continuous subculture in Mueller Hinton (MH) broth containing subinhibitory concentrations 
(sub-MICs, 0.25 x MICs) of ETP, CMP or FOX. Such growth conditions were repeated for 
150 days. The decrease in antibiotic susceptibility was tested weekly. 
Clonality analysis 
Parental strains and mutants selected by antibiotic pressure were compared by repetitive 
sequence-based PCR (rep-PCR) analysis (DiversiLab® system, bioMérieux, Marcy l’étoile, 
France). Strains with a similarity percentage ³ 95 % were considered clonal. 
Antibiotic susceptibility tests 
The susceptibility of the mutants to antibiotics was determined by the agar diffusion method 
according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 
and the French Antibiogram committee (CA-SFM) guidelines (http://www.sfm-
microbiologie.org). For mutants selected by FOX, MH agar containing cloxacillin at 250 
mg/L (bioMérieux) was used to check the absence of chromosomal AmpC overproduction. 
MICs of a panel of antibiotics including β-lactams (amoxicillin (AMX), FOX, cefotaxime 
(CTX), ceftazidime (CAZ), ETP and imipenem (IMP)), quinolones (nalidixic acid (NAL), 
ofloxacin (OFX)), CMP, tetracycline (TET) and tigecycline (TGC) were determined by the 
broth microdilution method. Tests were carried out in triplicate with or without fixed 
concentration (25 µg/mL) of phenylalanine arginine β-naphthylamide (PAβN) (Sigma 
Chemical Co.), a broad-spectrum efflux pump inhibitor. An efflux pump activity was 
suspected when the PAβN addition induced a threefold decrease in MIC value (31).  
Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and 
immunocharacterization of outer membrane proteins  
Exponential-phase bacteria in Luria–Bertani (LB) broth were pelleted and solubilised as 
previously described (32). Samples (bacterial amount corresponding to 0.02 optical density 
units at 600 nm) were loaded onto SDS-PAGE gels (10% polyacrylamide, 0.1% SDS). After 
electrophoresis, proteins were then electrotransferred to nitrocellulose membranes 
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) in transfer buffer (20 mM Tris, 150 mM glycine, 20% 
isopropanol, 0.05% sodium dodecyl sulfate). An initial blocking step was performed 
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overnight at 4°C with Tris-buffered sodium (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl; pH 8) 
containing skimmed milk powder (10%). The nitrocellulose membranes were then incubated 
in Tris-buffered sodium containing skimmed milk powder (10%) and Triton X-100 (0.2%) 
for 2 h at room temperature in the presence of polyclonal antibodies directed against the 
denatured components of the AcrAB-TolC pump or against the denatured OmpC or OmpF 
porins. The detection of antigen-antibody complexes was performed with alkaline 
phosphatase-conjugated AffinitiPure goat anti-rabbit IgG antibodies (Jackson 
Immunoresearch, West Grove, PA) (32). 
DNA sequencing of the MDR regulators gene 
The presence of mutations in the MDR regulators marR, acrR and soxRS genes was assessed 
by PCR and sequencing (33, 34). The sequences and the annealing temperature (Tm) of the 
primers used are presented in Table S1.  
Comparative real-time RT-PCR  
For selected genes involved in MDR regulation, efflux and permeability (Table S1), 
transcript levels were performed by qRT-PCR. Briefly, MECB5, S250, CFT073 and their 
respective isogenic mutants selected by ETP, CMP or FOX were grown in MH broth to an 
OD600 of ~ 0.7. Total RNA from bacterial samples was extracted by using the RNeasy Mini 
kit as described by the manufacturer (Qiagen, Courtaboeuf, France). RNA was treated with 
the RNase-Free DNase Set (Qiagen). Purity and concentration were determined using the 
NanoDropTM 2000 spectrophotometer (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). cDNA was 
synthesized from 1 μg of total RNA for each sample, using the iScriptTM Select cDNA 
Synthesis Kit (Biorad, Hurcules, CA) with random primers according to the manufacturer’s 
instructions. Real-time PCR assays were performed in a LightCycler®480 device using the 
LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBRGreen I kit with 100 ng of cDNA and 10 pmol 
of target primers (Table S1). The specificity of the PCR products was tested by melting point 
analysis. Amplifications were performed in duplicate from 3 different RNA preparations. 
The 2-∆∆CT method was used to analyse transcriptional changes in target genes using gapA as 
the housekeeping control gene (35, 36). Data were log-transformed to obtain a fold change 




Nematode killing assay 
The C. elegans infection assays analysed survival rates in the presence of the different UPEC 
strain and their isogenic mutants.  Fer-15 mutant worms, which have a temperature sensitive 
fertility defect, were maintained and infected as previously described (18, 23). A nematode 
was considered dead when it no longer responded to touch. E. coli virulence was assessed 
using the nematode survival curve and calculating the LT50 corresponding to the median 
time (in days) required to kill 50% of the C. elegans population. At least three replicates 
experiments, repeated three times, were performed for each strain.   
Motility assays  
The motility of the 3 parental UPEC and their mutants was evaluated using soft agar LB 
plates as described previously: swim plates containing 0.25% agar and swarm plates 
containing 0.5% agar supplemented with 0.5% glucose (37). Briefly, bacteria grown 
overnight in LB were diluted 1000-fold in LB and incubated at 37°C to an OD600 of ~ 0.7. 
Swarm plates were inoculated into the middle of soft agar by spotting with 5 μl of 
standardized culture. Swimming plates were seeded with the same inoculum below the agar 
surface using a sterile inoculating needle. Plates were incubated for 16 h at 37°C. The 
diameters of the migration zones produced by the parental and mutant strains were 
compared. Swimming and swarming experiments were performed independently 3 times.  
Kinetics of biofilm formation 
The kinetics of early biofilm was explored using the BioFilm Ring Test® (BioFilm Control, 
Saint Beauzire, France) as described (38). Briefly, standardized bacterial cultures were 
incubated at 37°C in 96 well micro-titer plate in the presence of magnetic beads. After 
different time points, plates were placed onto a magnetic block test and put in the reader. The 
images of each well before and after magnetic attraction were analysed with the BioFilm 
Control software that gives a BioFilm Indice (BFI). A high BFI value (> 7) corresponds to a 
high mobility of beads under magnet action (no biofilm) while a low value (< 2) corresponds 
to a full immobilization of beads due to the sessile cells. Three experiments with two repeats 




Statistical analysis  
Statistics and graphs were prepared using the software package (GraphPad Prism 6.0). The 
effects of antibiotic selection pressure on expression of selected genes and motility were 
assessed using one-way ANOVA followed by Dunnett's multiple comparisons test. Log-
transformed data were used for real time RT-PCR. Kinetics of biofilm formation were 
compared with a two-way ANOVA followed by Dunnett's multiple comparisons test. For the 
nematode killing assays, differences in survival rates between parental strain and isogenic 
mutant were tested by a log-rank (Mantel-cox) test for statistical significance. P < 0.05 was 
considered to reflect a statistically significant difference.  
Nucleotide sequence accession numbers  
Novel sequences of MDR regulators determined in this study have been deposited to 
GenBank. Their corresponding accession numbers are presented in Figure 1.  
 
RESULTS 
Selection of resistant mutants 
Continuous subculture of MECB5, S250 and CFT073 with sub-MICs of ETP, CMP and 
FOX had successfully selected isogenic mutants resistant to these antibiotics, except for ETP 
resistance that was only obtained with the CTX-M-15-producing MECB5. No variation of 
ETP MICs was observed over weeks for strains S250 and CFT073 and experiments were 
stopped after 150 days of subcultures. Rep-PCR assessed clonal relationship between 
parental strains and mutants (similarity > 98%, data not shown). The number of days 
required to obtain mutants are presented in Table 2.  
Antibiotic susceptibility pattern  
The MICs of different antibiotics are detailed in Table 2.  
Parental strains. As described above, MECB5 belonged to ST131 H30-Rx subclone that 
produced CTX-M-15 ESBL responsible for resistance to aminopenicillins and extended-
spectrum cephalosporins (ESC) and carried a distinctive gyrA and parC combination 
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(S83L/D87N GyrA and S80I/E84V ParC double substitutions) (22) responsible for quinolone 
resistance. S250 and CFT073 parental strains were fully susceptible to all antibiotics tested.  
ETP-mutant (Table 2). ETP- mutant was only obtained from strain MECB5 (MECB5-
ETP). It was resistant to ETP (MIC 2 μg/mL) but remained susceptible to IMP (0.5 μg/mL), 
according to the revised EUCAST criteria. This mutant was associated with a significant 
increase in FOX MIC (4 times higher). Levels of susceptibility to quinolones, CMP and 
cyclines were similar to those of the parental strain.  
CMP-mutants (Table 2). For the CMP-mutants obtained from the three strains, CMP 
resistance (32-64 μg/mL) was associated with significant higher MICs of NAL and OFX (2 
to 8 times), TET (2 to 4 times) and TGC (2 to 4 times). Adding PAβN in the medium 
emphasized the efflux resistance mechanism, leading to a decrease in the MICs of CMP (8-
16 fold), quinolones (4-32 fold) and cyclines (2-4 fold).  
FOX-mutants. In the FOX-mutants obtained from the three parental strains, an increase in 
MICs was observed for FOX (8 to 32 times), NAL and OFX (2 to 8 times), CMP (2 to 4 
times) and, to a lesser extent, TGC (2 times).  For MECB5-FOX mutant, FOX resistance was 
associated with ETP resistance (1 μg/mL). Antibiotic activity was partially restored by efflux 
pump inhibitor, except for ETP for which PAβN addition had no effect on MIC. FOX 
resistance was not attributable to AmpC overproduction since FOX activity was not restored 
on MH agar containing cloxacillin (data not shown). 
Outer membrane proteins profile 
As indicated in Table 3, all the mutants selected with CMP and FOX displayed higher AcrA 
and AcrB signals than those of the parental strains. Outer membrane proteins (OMP) OmpC 
and OmpF were detected at the same expression level for CMP-mutants. In contrast, no porin 
was detected in strains MECB5-ETP, MECB5-FOX and S250-FOX. This lack of porin was 
observed with antisera that recognized OmpC and OmpF. Interestingly, CFT073-FOX 




Sequences of regulator genes  
Alterations in MDR regulators contribute to MDR phenotype, by modulating both efflux and 
membrane permeability. To gain insight into the contribution of this pathway, genes 
encoding local (acrR) and global (marR, soxR) repressors were amplified and sequenced.  
Firstly, sequences of acrR, marR and soxR of MECB5, S250 and CFT073 were compared 
with those of E. coli strain K-12 substrain MG1655, available in the GenBank database 
(accession number NC_000913.3). For the three studied strains, acrR sequences were 
identical or showed only silent polymorphisms. However, marR and soxR sequences showed 
two and one non-synonymous substitutions, respectively, for the three strains (Figure 1).  
Secondly, sequences obtained for the in vitro-selected mutants were compared to those of 
their parental strains. The mutant MECB5-FOX displayed acrR and marR sequences 
different from those of MECB5 (Figure 1). acrR showed two alterations. The first is a 
deletion of one base pair (bp) occurring quickly at +34 nucleotide position. This results in a 
shift in the reading frame throughout the gene. Moreover, a 776-bp insertion occurred at the 
end of acrR, 546-bp upstream from the ATG start codon. This insertion corresponded to the 
integration of the insertion sequence IS1 accompanied by a duplication of 8-bp in the target 
DNA at the site of insertion, and flanked by 18-bp left and right inverted repeats at its end 
(accession number KT984280). marR of MECB5-FOX was disrupted by a 127-bp deletion at 
position 161 to 288 upstream the GTG start codon, resulting in an early frameshift and 
termination (stop codon at +168, accession number KT984283). Concerning the CFT073-
CMP mutant, the marR gene showed a thymine deletion at the +50 nucleotide location, 
causing immediately a premature stop codon (accession number KT984284). The other 
strains (MECB5-ETP, MECB5-CMP, S250-ETP, S250-CMP, S250-FOX, CFT073-ETP, 
CFT073-FOX) harboured acrR and marR sequences identical to those of parental strains. No 
mutation was found throughout the soxR gene of any mutants, except that already hosted by 
the parental strains.   
Comparative real-time RT-PCR  
To understand behaviour changes under antibiotic pressure, the expression levels of the 
different genes involved in MDR were measured for the isogenic mutants and compared to 
those of their parental strains. Their log relative transcription levels are shown in Figure 2 for 
strain MECB5 and in Figures S1, S2 for S250 and CFT073.  
 183 
Genes responding to stress 
- marRAB operon and micF. marA gene, which encodes for a transcriptional activator 
targeting many genes involved in resistance to stress (14), is significantly overexpressed in 
mutants MECB5-ETP (p < 0.05), MECB5-CMP and MECB5-FOX (p < 0.001) with respect 
to their parental strains (Figure 2A). marA is also significantly upregulated in mutants S250-
CMP (p < 0.01) and CFT073-CMP and FOX (p < 0.001) (Figures S1A, S2A). Similar 
upregulations were assessed with marB, which encodes for a periplasmic protein that 
modulates marA expression (39) and the non-coding RNA stress response micF (40) (p < 
0.01 - 0.001). MarR is an autorepressor of the operon marRAB. Comparative RT-PCR 
showed a significant decrease in marR expression in MECB5-FOX (p < 0.001), consistent 
with sequencing results (the primer marR_R used targets a region deleted into the gene). In 
contrast, disrupted marR of mutant CFT073-CMP (stop codon at +51) was overexpressed (p 
< 0.001) (Figure S2A).  
- soxS, rob and sdiA genes. Expression of soxS and rob, two other positive 
transcriptional regulators belonging to the AraC/XylS family (15), appeared less impacted 
than marA (Figure 2A). rob was only upregulated in strain S250-CMP (p < 0.05) (Figure 
S1A) . The expression of sdiA, encoding a quorum-sensing transcription factor (41), was 
significantly increased in the ST131 mutants whatever the antibiotic pressure (p < 0.05 – p < 
0.001) and in CFT073-FOX (p < 0.01). 
Genes encoding efflux pump systems  
- acrAB genes. The expression of genes encoding the major Resistance-Nodulation-
Division (RND) efflux pump in Enterobacteriaceae was principally increased in mutants 
harbouring MDR regulators alterations, MECB5-FOX and CFT073-CMP (p < 0.05 – p < 
0.001) (Figures 2B, S2B).  
- other RND transporter genes. Expressions of acrD, encoding RND transporter able 
to expel highly hydrophilic molecules like aminoglycosides, acrE and acrF, encoding 
close homologs of AcrA and AcrB, and yhiV (mdtF) were significantly upregulated in the 3 
mutants selected by CMP (p < 0.05 – p < 0.001). acrEF and yhiV were also overexpressed in 
MECB5 and CFT073 mutants selected by FOX (p < 0.05 – p < 0.001).  
- Major Facilitator Superfamily (MFS) and Small Multidrug Resistance (SMR) 
transporters genes. The increase in the MdfA activity was very significant among all CMP-
mutants (p < 0.01 – p < 0.001) and, to a lesser extent, MECB5-FOX and S250-FOX (p < 
0.05). The increased level of activity of tehA and emrB genes was much less evident: tehA 
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was significantly upregulated for S250-CMP and CFT073-CMP mutants while emrB showed 
a highest level of activity only for the mutant S250-CMP. 
Genes encoding proteins involved in OM permeability. 
- envZ, ompR and ompX regulator genes. The expression of envZ, which encodes an 
osmoregulatory sensor protein (17), was upregulated for MECB5-FOX (p < 0.001) and the 3 
CMP-mutants (p < 0.05) (Figures 2C, S1C and S2C). The expression level of ompR, which 
encodes the cytosolic response regulator, followed this trend. ompX, encoding another porin 
expression down-regulator (42), was overexpressed for MECB5-ETP mutant (p < 0.05) and 
strains S250 and CFT073 selected by CMP and FOX (p < 0.05 – p < 0.001). 
- ompC, ompF and ompA porin genes. Upregulation of ompX observed for MECB5-
ETP was associated with a significant decrease in both ompC and ompF expression (p < 0.05 
– p < 0.001). For S250-ETP and CFT073-ETP, which remained susceptible to ETP, no 
modification of ompC and ompF expressions could be noted. A significant decrease in ompF 
expression without modification of that of ompC was assessed for both mutants selected by 
FOX and for S250-CMP and CFT073-CMP (p < 0.05 – p < 0.001). These data were 
consistent in MECB5-FOX, S250-CMP, CFT073-CMP and CFT073-FOX with the increased 
expression level of ompR and envZ encoding for the two-component system that allows the 
ompC transcription and ompF repression (43). Unlike ompC and ompF, transcription of 
ompA, which encodes an architectural protein, was conserved after antibiotic pressure 
whatsoever. 
- Protease genes. An increased expression of genes that encode for proteases DegP 
and DegS responsible for post-translational control of OMP expression (44) were noted for 
MECB5 and CFT073 mutants selected by FOX (p < 0.05). The expression of other proteases 
ClpP and RseP remained identical for all strains.  
Strains virulence 
The C. elegans model was used to explore the possible relationship between in vitro 
acquisition of resistance to ETP, CMP or FOX and modifications of virulence behaviour. 
Foremost, the life span of C. elegans feeding on parental strains was compared to that 
obtained when non-pathogenic E. coli OP50 was used as food (Table 4). LT50, i.e. median 
survival in days, was significantly reduced when worms fed on MECB5, S250 and CFT073 
(LT50: 5 ± 0.5, 5 ± 0.5 and 4 ± 0.5, respectively) in comparison with OP50 (LT50: 7 ± 0.5) 
indicating that the three studied strains are virulent for nematodes (p < 0.0001 for both 
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strains). The ST131 strains showed similar virulence profile (p non-significant (NS)). 
However, CFT073 was significantly more virulent than MECB5 and S250 (p < 0.05). 
As shown in Table 4, CMP pressure selected more virulent strains (p < 0.01), except in the 
case of CFT073-CMP that killed worms as fast as the parental strain (p NS). Inversely, 
nematodes died more slowly when fed on FOX-mutants and MECB5-ETP (p < 0.001).  
Motility assays  
To determine if the changes in virulence were linked to a motility variation, bacterial 
swimming and swarming motilities were quantified on soft agar. As shown in Figures 3 and 
4, all CMP-mutants showed a significant increase in swimming area (p < 0.05 – p < 0.001). 
In contrast, the swimming behaviour was considerably affected for the 3 mutants selected by 
FOX (p < 0.05 – p < 0.001). ETP pressure did not seem to influence swimming motility (p 
NS). Swarming behaviour was not significantly different between parental and mutants 
strains.  
Kinetics of biofilm formation 
The BioFilm Ring Test® was performed to examine the effect of antibiotic pressure on the 
capacity of E. coli to form biofilm and understand the virulence changes observed in worms. 
Results revealed different profiles among parental strains and among their mutants (Figure 
5).  
- MECB5 strains. For MECB5 parental strain, the biofilm was in formation after 7 h 
of incubation (BFI value = 4.63 ± 0.20) but longer incubation (until 24 h) failed to 
completely immobilized beads (Figure 5A). The same trend could be noted for MECB5-
CMP mutant the first hours, but then, the number of sessile bacteria were significantly 
increased after 15 h (BFI = 5.47 ± 0.45, p < 0.0001) and 22h (BFI = 3.40 ± 0.36, p < 0.0001). 
In contrast, no biofilm formation was detected for MECB5-ETP and MECB5-FOX mutants 
after 24 h showing a significant difference between these strains and the parental one 
(p<0.0001).  
- S250 strains. The kinetic of biofilm formation for S250 strain was very fast, with a 
biofilm constituted after 2 h (BFI = 2.56 ± 0.09) (Figure 5B). Antibiotic pressure had no 
significant impact on this kinetic of formation: BFI values for each mutant were similar to 
those of parental strain.  
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- CFT073 strains. For CFT073 strain (Figure 5C), biofilm formation was obtained 
after 4 h (BFI = 1.9 ± 0.06). CFT073-CMP mutant showed a significantly faster formation 
than parental strain, with beads immobilized at 2.5 h (BFI = 1.90 ± 0.06) (p < 0.0001). As 
observed for MECB5 strain, growth with sub-MICs of ETP or FOX altered the capacity of 
CFT073 to form biofilm. Biofilm formation was significantly delayed for CFT073-FOX at 
2.5, 3 and 3.5 h (p < 0.0001). For CFT073-ETP, the difference was only significant at 2.5 h 
of incubation (p < 0.0001).  
 
DISCUSSION 
Since early 2000, the expansion of E. coli ST131, and more especially the H30-Rx subclone, 
has led to a worldwide increase in ESBL-producing and FQ-resistant E. coli isolates in both 
community and hospital settings (45). The present study describes a link between the 
antibiotic pressure and the adaptive strategy used by bacteria involving the modulation of 
influx/efflux balance in the inner and outer membrane. Consequently, this modification of 
membrane permeability observed in our mutants might have some side effect on the 
virulence capacity and the fitness of E. coli. 
Continued growth in the presence of non-lethal antibiotic levels is a crucial aspect of the 
current antibiotic resistance crisis. Sub-MICs of antibiotics are present in many natural 
environments (46). They also occur in patients during therapy and are likely to accelerate the 
evolution of resistance by triggering some regulations of protein expression, by increasing 
mutagenesis in targeted genes and/or by favouring recombination. We evaluated the 
behaviour of two representative strains of E. coli ST131, MECB5 (H30-Rx) and S250 (H22), 
and the CFT073 UPEC reference strain grown under antimicrobial pressure with antibiotics 
known to interact with the membrane influx and/or efflux: ETP, CMP and FOX (17, 24-26, 
44). Mutants resistant to these antibiotics were obtained for all strains with the exception of 
ESC susceptible strains S250 and CFT073 for which no increase in ETP MICs was noted 
after 5 months of subculture. These results were in agreement with those of Tängdén and 
Girlich, which also observed that carbapenems resistance in E. coli was only selected among 
ESBL-producing strains (27, 48).  
Concerning the MECB5-ETP mutant, the western blot analysis indicated that the resistance 
to ETP is associated with a lack in the expression of the major OmpC and OmpF porins. 
Interestingly qRT-PCR showed that the loss of transcription was particularly important for 
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ompC, as previously observed by Girlich et al. (27), and was rather related to overexpression 
of ompX than that of the envZ-ompR control system. This role of OmpX in the porin 
expression (at transcriptional and translational regulation level) has been previously reported 
during short exposure to chemicals (42). 
In the CMP mutants, the important efflux activity was confirmed by overexpression of the 
main pump AcrAB-TolC, leading to higher MICs of CMP, FOX, quinolones and cyclines. 
Interestingly, genes encoding other efflux systems less frequently described in clinical 
resistance (36) were highly overexpressed: acrEF, mdfA, yhiV and, to a lesser extent, acrD 
and tehA, suggesting that the increase in E. coli efflux is a global phenomenon that involves 
several pumps of different families.  
Finally, FOX-pressure resulted in an increasing efflux and a reduced influx. The efflux 
activity significantly increased in the MECB5-FOX strain for which the repressor AcrR was 
no longer functional. This mutant was obtained fairly quickly (70 days of subcultures) and 
this raises the question of the use of cephamycins in the treatment of infections with ESBL 
producers (12). Inactivating mutations in acrR gene were previously reported in MDR 
clinical isolates of E. coli, S. enterica, E. aerogenes and K. pneumoniae (49-53). To our 
knowledge, this is the first description of a frameshift deletion associated with an IS1 
insertion in acrR gene. acrR::IS1 has been described only once in a E. coli veterinary strain 
(DE28) (54). In this isolate, insertion occurred earlier in the sequence of acrR, at nucleotide 
+394 (+546 in our study) (accession number JN652619.1). Moreover, for the three FOX-
mutants, a lack of OmpF expression could be noted while that of OmpC was less affected, or 
even increased in the case of CFT073-FOX. Such differences of expressions can be 
explained by the increased activity of MicF, a small antisense RNA affecting ompF 
expression at a post-transcriptional level (40), and the activation of the two-component 
system EnvZ-OmpR. After phosphorylation by EnvZ, OmpR promotes expression of ompC, 
which encodes a porin that exhibits narrower channels channels compare to OmpF porin 
(17). 
The most important modulation of influx/efflux regulation in the bacterial membrane was 
observed for MECB5-FOX and CFT073-CMP. These two mutants harbored alterations in the 
global MDR regulator marR, highlighting the key-role of the activator MarA in E. coli, 
which is devoid of the activator RamA. The other AraC/XylS activators, SoxS and Rob, for 
which genes expression varied only slightly in selected mutants, appeared less involved in 
the regulation of the MDR. In contrast, overexpression of sdiA was observed in all ST131-
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mutants studied. SdiA is homologous to the LuxR family of quorum-sensing transcription 
factors which has been previously described as involved in acrAB, acrD and acrEF 
overexpression in ESC or quinolones resistant isolates (41, 55, 56).  In this study, SdiA 
appeared to be involved in the adaptive resistance of the ST131 clone, whatever the 
antibiotic pressure. Nevertheless, its intrinsic role was difficult to assess due to the 
concomitant upregulation of marA in most ST131-mutants.  
A link between the modulation of influx/efflux balance at the membrane level and the 
virulence has been previously described in different enterobacteria (18-21, 57). In E. coli, 
lack of porins was associated with low invasion and virulence profile (58, 59) while ABC-
type pump MacAB-TolC seemed to increase the pathogenicity of enterotoxigenic E. coli 
(ETEC) by the secretion of enterotoxine II (60). Some publications have demonstrated the 
useful and interest of C. elegans nematode to study E. coli virulence (23, 61). The present 
study highlights, in this model, the direct impact of a strong modification in the membrane 
organization and physiology on the bacterial virulence. Indeed, the lack of both OmpC and 
OmpF in the ST131 H30-Rx strain selected by ETP was associated with a reduced virulence. 
This finding suggested that the alteration of outer membrane porins might be a serious 
disadvantage/deal for the bacterial fitness, compared to the b-lactamase production (21, 23). 
On the other hand, the overexpression of efflux systems was correlated with an increased 
virulence of the ST131-mutants selected by CMP. These bacterial efflux systems export 
toxic compounds, such as antibiotics, as well as important virulence factors for the 
colonization of human and animal cells (adhesins, toxins, iron capture system) (9). The 
expression of AcrAB-TolC has been described as a pre-requisite step in the early bacterial 
colonization step, for instance to pass the bile salt barrier or host defensin activity (19, 20). 
Unchanged virulence potential observed for the CFT073-CMP derivate can be explained by 
the decreased expression of ompF, following micF overexpression in this strain harboring a 
prematurely-interrupted marR gene. Another possible explanation is that the C. elegans 
model has some limitations when highly virulent strains, as CFT073, are under 
consideration. As described in K. pneumoniae (18), increased efflux systems did not appear 
to offset the lack of porins in the FOX-mutants which showed attenuated virulence.  
To understand whether a modification of the fitness could contribute to the difference in 
virulence phenotypes observed, we examined the motility of mutants and their capacity to 
form biofilm. CMP-pressure greatly improved swimming motility for all mutants. FOX-
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pressure led to an opposite effect. These different behaviours could contribute to the 
virulence variations observed in C. elegans, as motility has been reported to enhance the 
bacterial spreading during infection (62).  
The biofilm production is an important pathogenicity factor as it can protect the bacteria 
from immune system and antimicrobial drugs (63). Very different behaviours were observed 
among the two ST131 parental isolates. The H22-strain formed early biofilm very quickly in 
2 h. This property was stable whatever the antibiotic pressure for this colonizing strain of the 
digestive tract. At the opposite, H30-Rx-strain was not able to form a full early biofilm in 24 
h, showing that the ability to form biofilm is not the key factor that accounts for the success 
of this subclone. These results are consistent with Olesen and Shin, which showed among 
ST131 strains that biofilm production was strongly associated with non-H30 subclones and 
non-CTX-M isolates, respectively (64, 65). Previous study had shown that sub-MICs of 
antibiotic (aminoglycosides, tetracycline and fluoroquinolones) triggered biofilm formation 
(66). In our study, CMP pressure induced this effect (speeding up biofilm formation in 
CFT073-CMP, increase in the number of sessile bacteria in ST131 MECB5-CMP). 
 Nevertheless, kinetics was found to be slowed down in ETP or FOX derivatives, 
emphasizing even the lower colonization capacity for the porins deficient strains. 
Interestingly, ETP sub-MIC influenced also the behaviour of CFT073 that remained 
susceptible to this antibiotic, slowing down the biofilm formation. The delay in biofilm 
formation observed in FOX-mutants could be explained by the decreased swimming motility, 
which is an essential parameter in biofilm organization (67).  
In conclusion, the modification of outer membrane permeability, e.g. lack of porins observed 
in the ST131 E. coli mutants, leads to a high level of resistance to all b-lactams in isolates 
belonging to the ST131 subclone H30-Rx and producing CTX-M-15. Nevertheless, this 
adaptation creates a physiological disadvantage regarding the involvement of porins in 
nutrient uptake that are requested for the bacterial life and growth. FOX and ETP pressure 
promote the selection of isolates exhibiting alterations of membrane permeability and 
consequently induce an important cost for the bacterial fitness involving a low potential of 
virulence. Conversely, our finding suggests that efflux pump overproducing isolates pose a 
serious threat in terms of host colonization and virulence, compared to membrane-altered 
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Figure 1. Schematic diagram of the genomic region comprising the acrR, marR and soxR genes in E. coli K-12 substrain MG1655 
(accession number NC_000913.3).  
The nucleotide mutations and the deduced protein changes for the 3 parental strains and their isogenic mutants are clarified. The corresponding 






Figure 2. Relative mRNA expression level of gene implicated in MDR regulation (A), membrane efflux (B) and permeability (C) for the 
ST131 H30-Rx E. coli MECB5 and its mutants in vitro-selected by ertapenem (ETP), chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX).  
The log-transformed averages of relative fold change of mutants to the parent strain for each antibiotic are presented. The error bars represent the 
standard deviation from three different RNA preparations. Significant differences from parent MECB5 using Dunnett’s test are indicated by 

























































































































































































Figure 3. Comparative results of swimming and swarming assays for MECB5, S250 and 
CFT073 parental strains and isogenic mutants selected by ertapenem (ETP), 
chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX). 
The error bars represent the standard deviation from at least 3 different assays. Significant 
differences from parental strains using Dunnett’s test are indicated by * (p < 0.05), ** (p < 














































































Figure 4. Swimming motility assays conducted on MECB5, S250, CFT073 parental 











Figure 5.  Effect of ertapenem (ETP), chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX) resistance on E. coli biofilm formation.  
The kinetics of the early phase of biofilm formation for strains MECB5 (A), S250 (B) and CFT073 (C) and their respective mutants were 
determined by the BioFilm Ring Test® (BioFilm Control). Means +/- standard errors of the means of BFI (BioFilm Indice) for at least three 
independent replicates are presented. Statistical differences between each strain and their mutants at each time were obtained by using two-way 
























   
    
MECB5 131, H30-Rx CTX-M-15 B2 C Urine (cystitis) iha, fimH, sat, fyuA, iutA, kpsM II-K5, 
usp, traT, ompT, iss, malX, irp2 
(4, 22, 23) 
     2004  
      
 
       
 
S250 131, H22 0 B2 D Stools of a 
healthy subject 
2006 
fimH, fyuA, iutA, kpsM II-K5, usp, 
tratT, ompT, iss, malX, irp2, ibeA 
 (7, 23, Nicolas-Chanoine 
personnel data) 
       
       
 
CFT073 73 0 B2 NA Blood 
(pyelonephritis) 
1989  
fimH, sat, fyuA, iutA, kpsM II, ompT, 
malX, hlyA, papA, papE, sfa/foc, iroN, 
aer, papC, papG, hly, irp2 
(23, 24) 









Table 2. Antibiotic susceptibility of the three parental uropathogenic Escherichia coli isolates and their isogenic mutants with and 






resistant          
mutants 
(days) 
MICsa (µg/ml) [with PAβN]b 
AMX AMC FOX CTX CAZ ETP IMP NAL OFX CMP TET TGC 
(≤ 8, > 8)c (≤ 8, > 8) (≤ 8, > 16) (≤ 1, > 2) (≤ 1, > 4) (≤ 0.5, > 1) (≤ 2, > 8) (≤ 16, > 16) (≤ 0.5, > 1) (≤ 8, > 8) (≤ 4, > 8) (≤ 1, > 2) 
  
            MECB5  > 1024 [> 1024] 128 [128] 4 [4] > 1024 [> 1024] > 1024 [> 1024] 0.16 [0.16] 0.125 [0.125] > 256 [> 256] 8 [2] 2 [0.5] 128 [128] 1 [0.5] 
MECB5-ETP 80 > 1024 [> 1024] > 128 [> 128] 16 [8] > 1024 [> 1024] > 1024 [> 1024] 2 [1] 0.5 [0.25] > 256 [> 256] 16 [4] 2 [0.5] 256 [128] 1 [0.5] 
MECB5-CMP 80 > 1024 [> 1024] 128 [128] 16 [4] > 1024 [> 1024] > 1024 [> 1024] 0.16 [0.08] 0.125 [0.25] > 256 [> 256] 32 [8] 32 [4] 256 [128] 2 [1] 
MECB5-FOX 70 > 1024 [> 1024] > 128 [> 128] 32 [8] > 1024 [> 1024] > 1024 [> 1024] 1 [1] 0.25 [0.5] > 256 [> 256] 64 [8] 8 [0.5] > 256 [256] 2 [1] 
 
             
S250  8 [8] 8 [8] 2 [2] 0.125 [0.125] 
0.25 [0.125] 0.016 [0.008] 0.25 [0.25] 8 [1] 0.063 [0.031] 2 [0.5] 2 [1] 0.25 [0.125] 
S250-ETPd no 8 [8] 8 [8] 4 [2] 0.125 [0.125] 0.25 [0.25] 0.016 [0.016] 0.25 [0.25] 8 [2] 0.063 [0.063] 2 [0.5] 2 [1] 0.25 [0.25] 
S250-CMP 60 8 [8] 8 [8] 32 [4] 0.25 [0.125] 0.5 [0.25] 0.016 [0.016] 0.25 [0.25] 16 [2] 0.5 [0.063] 64 [4] 8 [4] 1 [0.25] 
S250-FOX 70 16 [16] 16 [16] 64 [8] 0.5 [0.25] 0.5 [0.25] 0.016 [0.016] 0.25 [0.25] 16 [1] 0.063 [0.063] 4 [1] 2 [2] 0.5 [0.25] 
 
             
CFT073  8 [8] 8 [8] 2 [1] 0.063 [0.063] 0.125 [0.125] 0.008 [0.016] 0.125 [0.125] 8 [1] 0.063 [0.063] 2 [0.5] 2 [1] 0.25 [0.25] 
CFT073-ETPd no 8 [8] 8 [8] 4 [2] 0.063 [0.063] 0.25 [0.25] 0.016 [0.016] 0.125 [0.125] 8 [2] 0.063 [0.063] 2 [0.5] 2 [2] 0.5 [0.25] 
CFT073-CMP 90 8 [8] 8 [8] 16 [4] 0.125 [0.063] 0.25 [0.125] 0.008 [0.016] 0.125 [0.125] 64 [2] 0.25 [0.063] 64 [8] 8 [2] 1 [0.25] 
CFT073-FOX 100 16 [16] 16 [16] 64 [8] 0.5 [0.25] 0.5 [0.25] 0.008 [0.016] 0.125 [0.125] 32 [2] 0.063 [0.063] 8 [1] 2 [2] 0.25 [0.25] 
     
                      
               a MICs, Minimum Inhibitory Concentrations; AMX, amoxicillin; AMC, amoxicillin associated with clavulanic acid ; FOX, cefoxitin; CTX, cefotaxime; CAZ, 
ceftazidime; ETP, ertapenem; IMP. imipenem; NAL, nalidixic acid; OFX, ofloxacin; CIP, ciprofloxacin; CMP, chloramphenicol; TET, tetracycline; TGC, tigecycline.  
b The MICs values obtained in the presence of efflux pump inhibitors (PAβN at 25µg/mL) are shown in brackets. 
c The breakpoints according to the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) are given in parentheses. 





Table 3. Analysis of  immunodetected membrane protein in MECB5, S250, CFT073 
and their in vitro-selected mutants. 
 
Strain 
Membrane protein content 
AcrA AcrB TolC OmpC OmpF 
MECB5 +/- + + ++ ++ 
MECB5-ETP + + + - - 
MECB5-CMP ++ ++ ++ + + 
MECB5-FOX ++ + ++ - - 
      
S250 + + +/- ++ ++ 
S250-CMP ++ ++ +/- + + 
S250-FOX ++ ++ + - - 
      
CFT073 + +/- + + + 
CFT073-CMP ++ + ++ + + 
CFT073-FOX ++ ++ ++ + + 
 
 
Table 4. Lethal time 50 % (LT50) of Caenorhabditis elegans infected with MECB5, S250, 
CFT073 parental strains and their respective mutants. 
Differences in survival rates were tested by a log-rank (Mantel-cox) test for statistical 
significance. P < 0.05 was considered to reflect a statistically significant difference 
 
Strain  
LT50 in days 
(Mean ± SE) 
p value 
(studied strain vs 
OP50) 
p value 









MECB5 5 ± 0.5 < 0.0001 NA 
MECB5-ETP 6 ± 0.5 0.0009 0.0007 
MECB5-CMP 4 ± 0.5 < 0.0001 0.0006 




S250 5 ± 0.5 < 0.0001 NA 
S250-CMP 4 ± 0.5 < 0.0001 0.0019 




CFT073 4 ± 0.5 < 0.0001 NA 
CFT073-CMP 4.5 ± 0.5 < 0.0001 0.5842 (NS) 
CFT073-FOX 6 ± 0.5 0.0069 < 0.0001 




SE, Standard Error ; NA, Not Applicable ; NS, Non-Significant 
 204 
Figure S1. Relative mRNA expression level of gene implicated in MDR regulation (A), membrane efflux (B), permeability (C) for the 
ST131 H22 E. coli S250 and its mutants in vitro-selected by ertapenem (ETP), chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX).  
The log-transformed averages of relative fold change of mutants to the parent strain for each antibiotic are presented. The error bars represent the 
standard deviation from three different RNA preparations. Significant differences from parent S250 using Dunnett’s test are indicated by 









































































































































































Figure S2. Relative mRNA expression level of gene implicated in MDR regulation (A), membrane efflux (B), permeability (C) for the 
reference strain E. coli CFT073 and its mutants in vitro-selected by ertapenem (ETP), chloramphenicol (CMP) and cefoxitin (FOX).  
The log-transformed averages of relative fold change of mutants to the parent strain for each antibiotic are presented. The error bars represent the 
standard deviation from three different RNA preparations. Significant differences from parent CFT073 using Dunnett’s test are indicated by 











































































































































































Table S1. Primers used in the study. 
 
 
Primer use and target function Target region    Primer name Oligonucleotide sequence     Tm (°C) Reference   
             
Sequencing             
Global regulator of drug resistance marOR  MarOR orab2 5'-GCTAGCCTTGCATCGCAT-3'   56 [1] 
    MarOR or1R 5'-GAATGGTAATAGCGTCAG-3'   51,4   
  acrR  acrFR1 5'-CTAACGCCTGTAAATTCACG-3'  55,3 [1] 
    acrRV1 5'-CCAGGAAAAATCCTGGAGTCAG-3'  60,3   
  soxRS  SoxRS seq_F 5'-GGCGAAGCTTCCGCAGGTGTTTATGC-3'  68 [2] 
    SoxRS seq_R 5'-CGTCGGGGGAAGCTTTC CTGTGTACC-3'  69,5   
             
RT-PCR             
Housekeeping gene gapA  GAPDH_F 5'-ACTTACGAGCAGATCAAAGC-3'  55,3 [3] 
    GAPDH_R 5'-AGTTTCACGAAGTTGTCGTT-3'  53,2   
Global regulator of drug resistance marA  marA_F    5'-CATAGCATTTTGGACTGGAT-3'  53,2 [3] 
    marA_R     5'-TACTTTCCTTCAGCTTTTGC-3'   53,2   
  marB  marB_F 5'-ATAGCAGCTGCGCTTATTC-3'   54,5 [3] 
    marB_R 5'-ACTTATCACTGCCAGTACCC-3'   57,3   
  marR  marR_F 5'-AGCGATCTGTTCAATGAAAT-3'  51,1 [3] 
    marR_R 5'-TTCAGTTCAACCGGAGTAAT-3'  53,2   
  soxS  soxS_F 5'-CCATTGCGATATCAAAAATC-3'  51,1 [3] 
    soxS_R 5'-ATCTTATCGCATGGATTGAC-3'   53,2   
  rob  rob_F 5'-GTCGTCTTTATCCTGACTCG-3'   57,3 [3] 
    rob_R 5'-TTTGTCACCCTGGAAGATAC-3'  55,3   
  envZ  envZ_F 5'-CGTTGAGGTCAACAAAAGTT-3'  53,2 [3] 
    envZ_R 5'-GTCGGTTCTGGATACGAATA-3'   55,3   
  micF  micF_F 5'-TCATCATTAACTTTATTTATTACCG-3'  53,1 [3] 
    micF_R 5'-GCATCCGGTTGAAATAGG-3'   53,7   
  sdiA  sdiA_F  5'-CTTTCGCGCACCAGTAACTG-3'  59,4 [4] 
    sdiA_R 5'-CGCAGAAGAGGTCTACCATG-3'  59,4   
Efflux transporter  acrA  acrA_F  5'-CTTAGCCCTAACAGGATGTG-3'  57,3 [3] 
    acrA_R    5'-TTGAAATTACGCTTCAGGAT-3'  51,1   
  acrB  acrB_F  5'-CGTACACAGAAAGTGCTCAA-3'   55,3 [3] 
    acrB_R    5'-CGCTTCAACTTTGTTTTCTT-3'   51,1   
  acrD  acrD_F  5'-GATTATCTTAGCCGCTTCAA-3'    53,2 [3] 
    acrD_R    5'-CAATGGAGGCTTTAACAAAC-3'   53,2   
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  acrE  acrE_F  5'-GCCCTCCTTTATTCTGATCT-3'   55,3 [3] 
    acrE_R    5'-GGCTATACGATAAGCATTGG-3  55,3   
  acrF  acrF_F 5'-TAGCAATTTCCTTTGTGGTT-3'   51,1 [3] 
    acrF_R 5'-CCTTTACCCTCTTTCTCCAT-3'   55,3   
  emrB  emrB_F  5'-ATTATGTATGCCGTCTGCTT-3'  53,2 [3] 
    emrB_R 5'-TTCGCGTAAAGTTAGAGAGG-3'    55,3   
  mdfA  mdfA_F 5'-TTTATGCTTTCGGTATTGGT-3'  51,1 [3] 
    mdfA_R 5'-GAGATTAAACAGTCCGTTGC-3'  55,3   
  tehA  tehA_F 5'-TGCTTCATTCTGGAGTTTCT-3'   53,2 [3] 
    tehA_R 5'-TCATTCTTTGTCCTCTGCTT-3'    53,2   
  yhiV (mdtF)  yhiV_F 5'-GCACTCTATGAGAGCTGGTC-3'   59,4 [3] 
    yhiV_R 5'-CCTTCTTTCTGCATCATCTC-3'    55,3   
Outer membrane permeability ompF  ompF_F 5'-GAACTTCGCTGTTCAGTACC-3'  57,3 [3] 
    ompF_R 5'-CGTACTTCAGACCAGTAGCC-3'  59,4   
  ompC  ompC_F 5'-CTTCAAAGGTGAAACTCAGG-3'   55,3 [3] 
    ompC_R 5'-GTTGTCAGAACCGTAGGTGT-3'   57,3   
  ompA  ompA_F 5'-ACGACTGGTTAGGTCGTATG-3'  57,3 [3] 
    ompA_R 5'-ACGTTGGATTTAGTGTCTGC-3'   55,3   
  ompX  ompX_F 5'-ACCTGAAATACCGCTATGAA-3'  53,2 [3] 
    ompX_R 5'-TCAGTGGTCTGGAATTTACC-3  55,3   
  ompR  ompR_F 5'-GACGTCTTCGTAGTCAGAGC-3'   59,4 [3] 
    ompR_R 5'-TTGAACTTACCGAAAGCAAT-3'  51,1   
  degP  degP_F 5'-TGGTAGTGAACAACGTGAAA-3'   53,2 [3] 
    degP_R 5'-AACAGGTAGATGGTGCTGTC-3'  57,3   
  clpP   clpP_F 5'-CAAAAGGTAAACGTTTTTGC-3'  51,1 [3] 
    clpP_R 5'-AATGATTGACCCGTATGAAG-3'    53,2   
  rseP  rseP_F 5'-TTGTTTATTACCTGCCGTTT-3'   51,1 [3] 
    rseP_R 5'-ATTAACAGCACCAGCAGAAT-3'  53,2   
  degS  degS_F 5'-TTCCAGTTAGCAACCAAAAT-3'   51,1 [3] 
    degS_R 5'-TGACACTTCATTAACCACGA-3'  53,2   



































Ce travail de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux menés sur l’antibiorésistance depuis 
plusieurs années au sein de l’Unité INSERM 1047 de la Faculté de Médecine de Montpellier-
Nîmes. Il avait deux objectifs principaux : i) la surveillance épidémiologique et la 
caractérisation moléculaire des entérobactéries MDR isolées au niveau régional, national et en 
Algérie où cette épidémiologie est peu connue, ii) l’étude des modulations de l’influx et de 
l’efflux membranaires et leur impact sur le fitness et le potentiel de virulence de E. coli 
ST131, un clone MDR mondialement répandu.  
 
1 Multirésistance aux antibiotiques chez les entérobactéries 
 
Certaines EPC sont endémiques dans plusieurs régions du globe : les EPC de type NDM dans 
le sous-continent indien, de type KPC et VIM en Grèce, ou encore de type OXA-48 en 
Turquie et dans certains pays d’Afrique du Nord (4). Leur émergence en France est un sujet 
de préoccupations majeur, car l’implantation de telles bactéries conduit à des situations 
dramatiques d’impasse thérapeutique chez les patients infectés.  
Depuis 2011, notre position de Centre Expert de la MDR en Languedoc-Roussillon nous 
permet de surveiller la dissémination des BHRe dans notre région. Si le nombre d’EPC 
identifiées était faible au début de cette surveillance (7 en 2011), il ne cesse de s’accroître 
chaque année (67 en 2014), suivant la tendance observée au niveau national 
(http://www.invs.sante.fr/). Une autre évolution concerne le type d’enzymes impliquées. Les 
enzymes OXA-48-like, seules carbapénémases identifiées en 2011, restent les enzymes 
majoritaires mais les MBL de type NDM apparaissent de plus en plus fréquemment 
impliquées (près d’un tiers des EPC depuis 2014). Cette situation est particulièrement 
préoccupante car le gène blaNDM est porté par plusieurs groupes de plasmides facilement 
transférables à différentes entérobactéries, dont E. coli, l’espèce majoritaire de la flore 
intestinale aérobie facultative et la principale bactérie impliquée dans les infections 
communautaires (3, 444). Les méthodes de typage moléculaire (rep-PCR, MLST) nous ont 
permis de suivre l’émergence de plusieurs clones dans notre région ou au niveau national. Ces 
clones « à succès » concernent essentiellement des K. pneumoniae productrices d’OXA-48 
(ST101, ST15, ST395 et ST405) ou de NDM (ST147). 
Les EPC nécessitent d’être rapidement et efficacement détectées afin de prendre au plus vite 
les mesures préventives et thérapeutiques appropriées vis à vis des patients qui les hébergent. 
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Seule une telle stratégie d’identification rapide peut permettre de limiter la diffusion des EPC 
en isolant les patients porteurs. Par ailleurs, l’investigation des épisodes par les équipes 
d’hygiène doit inclure la recherche d’un réservoir environnemental. En effet, nous avons mis 
en évidence une contamination de l’environnement dans plusieurs épidémies à K. pneumoniae 
productrices de NDM ou OXA-48 ayant touché différents établissements de notre région 
(CHU de Montpellier et Nîmes, CH de Béziers et Carcassonne). Au cours de ces différentes 
épidémies, la contamination des siphons au niveau des points d'eau des chambres occupées 
par les patients porteurs semble expliquer certaines transmissions croisées entre des patients 
dont les durées de séjour ne coïncidaient pas. 
Malgré le nombre croissant de cas rapportés, nous avons montré que les taux de prévalence 
(0.08% toutes espèces confondues) et d’incidence (0.0041 pour 1000 jours d’hospitalisation) 
des infections à EPC étaient très faibles dans les établissements français en 2011-2012. Les 
colonisations digestives semblaient elles aussi exceptionnelles (0.09%) dans la population 
hospitalisée en 2012 dans le Sud de la France. Notre pays n’est donc pas dans une situation 
d’endémie. Le principal mécanisme de résistance aux carbapénèmes reste l’imperméabilité 
membranaire. Toutefois, nous devons maintenir notre vigilance quant à la diffusion des clones 
et des plasmides épidémiques en poursuivant nos études épidémiologiques.  
Enfin, nous avons identifié pour la première fois l’enzyme OXA-48 sur le territoire algérien, 
chez une souche de E. coli isolée dans un hôpital militaire de la région de Constantine. Alors 
que des liens avaient été établis entre des infections ou colonisations à EPC de type OXA-48 
en France et la notion de précédente hospitalisation en Algérie (445, 446), cette enzyme 
n’avait jamais été rapportée dans ce pays. Depuis cette étude, une épidémie à K. pneumoniae 
OXA-48 touche l’hôpital universitaire de Constantine (446).  
Par ailleurs, nous avons décrit pour la première fois le clone ST131 en Algérie, dans ce même 
hôpital militaire de Constantine. Sa prévalence était de 11.9% parmi les E. coli producteurs de 
BLSE, plus faible que celle rapportée en Europe (23 – 66%) (182, 203–208) ou aux Etats-
Unis (54 à 64%) (209, 210).  
Parallèlement à ces études d’épidémiologie moléculaire de la multirésistance, la seconde 
partie de ma thèse, plus « fondamentale », s’est intéressée aux modifications de la 








Le Pr Lavigne a participé à l’étude du clone E. coli ST131 dès sa première description dans 
huit pays en 2008 (11). Par la suite, notre équipe a montré la présence de ce clone dans 
d’autres pays (447, 448) et dans d’autres réservoirs, comme le réservoir animal (242). En 
collaboration avec le Pr Nicolas-Chanoine, notre équipe a également montré que la virulence 
de ce clone était inférieure à celle des autres E. coli de phylogroupe B2, chez deux modèles 
disponibles au sein de notre laboratoire : le nématode C. elegans et les embryons de poissons 
zèbre (276).  
En collaboration avec le Pr Nicolas-Chanoine et le Dr Pagès, notre Unité de recherche s’est 
intéressée aux mécanismes de résistance aux antibiotiques par défaut de perméabilité 
membranaire et surproduction de systèmes d’efflux, chez deux entérobactéries présentes en 
faible quantité dans la microflore du tube digestif et classiquement responsables d’infections 
associées aux soins : E. aerogenes et K. pneumoniae (361, 413, 436, 449). Il a été montré que 
ces mécanismes étaient impliqués dans la MDR, mais également dans la modification du 
potentiel de virulence de ces entérobactéries (18, 20, 436). Dans le cadre de notre programme 
de surveillance des bacilles à Gram négatif résistants aux carbapénèmes en Languedoc-
Roussillon, nous nous sommes aperçus que la majorité des souches de E. coli envoyées à 
notre Laboratoire pour expertise ne produisait pas de carbapénémases. L’acquisition de la 
résistance aux carbapénèmes, chez ces souches, résultait d’un défaut d’accumulation de 
l’antibiotique à l’intérieur de la cellule bactérienne par probable imperméabilité membranaire. 
De plus, dans un programme de surveillance des E. coli résistants aux C3G dans les hôpitaux 
du Sud de la France entre 2004 et 2009, la surexpression des systèmes d’efflux concernait 
38,5% des 52 isolats cliniques étudiés (Jean-Philippe Lavigne, données personnelles). E. coli 
est donc une espèce qui, comme les Enterobacter spp. et K. pneumoniae, est concernée par les 
modifications de perméabilité membranaire. Il est ainsi apparu intéressant d’étudier ces 
modifications chez le clone regroupant la majorité des isolats de E. coli MDR, le clone ST131 
(12). 
L’objectif de notre travail a été de i) comprendre les mécanismes régulant la perméabilité 
membranaire du clone E. coli ST131, ii) déterminer si l’altération de l’influx, la surexpression 
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de l’efflux, ou l’association des deux mécanismes avait un impact sur la virulence in vivo et 
iii) évaluer si ces mécanismes de résistance étaient à l’origine d’une modification de fitness 
des souches (mobilité, capacité à former du biofilm).  
Pour ce faire, trois souches ont été élevées en conditions subinhibitrices d’antibiotiques 
connus pour leur capacité à interagir avec la perméabilité membranaire (ETP, FOX) et/ou les 
systèmes d’efflux (CMP, FOX) (362, 413, 450, 451). Les souches MECB5 et S250 étaient 
représentatives, respectivement, des sous-clones H30-Rx et H22 du clone ST131 (11, 224, 
452), la souche CFT073 était représentative des UPEC non-ST131 (453). La capacité qu’ont 
les bactéries à croître en présence de concentrations subinhibitrices d’antibiotiques joue un 
rôle essentiel dans la crise actuelle de la MDR. Des concentrations sublétales en antibiotiques 
sont observées dans de nombreux milieux naturels, elles se produisent également chez les 
patients et sont susceptibles d'accélérer l'évolution de la résistance en augmentant la 
mutagenèse et/ou la recombinaison (454, 455).  
Des mutants résistants à ces antibiotiques ont été sélectionnés pour toutes les souches à 
l'exception des souches initialement sensibles aux C3G, S250 et CFT073, pour lesquelles 
aucune variation des CMIs de l’ertapénème n’a été notée. Ces résultats sont en accord avec 
ceux de Tängdén et Girlich, qui ont également observé que la résistance aux carbapénèmes, 
chez E. coli n'était sélectionnée que parmi les isolats producteurs de BLSE (450, 456). Pour la 
souche MECB5-ETP, l’analyse de l’expression des gènes et des OMP par qRT-PCR et WB a 
montré un défaut d’expression des deux porines majeures OmpF et OmpC. La perte 
d'expression du gène ompC était particulièrement importante, comme cela avait été observé 
par Girlich et coll. (450), et paraissait liée à la surexpression du gène codant pour le 
répresseur OmpX. La surexpression du gène blaCTX-M-15, qui a une faible activité d'hydrolyse 
de l’ETP (457), semblait également contribuer à l'acquisition de la résistance à cet 
antibiotique. 
La résistance sélectionnée chez les mutants élevés en milieu CMP était associée à des CMIs 
supérieures de la FOX, des quinolones et des cyclines. La récupération de la sensibilité en 
présence de PAβN suggérait que la résistance était due à une augmentation de l'efflux. La 
surexpression des sous-unités constitutives de la pompe majeure des entérobactéries, AcrAB-
TolC, a été confirmée par Western Blot chez ces mutants. De façon intéressante, d'autres 
gènes codant pour des systèmes d'efflux moins fréquemment décrits comme impliqués dans la 
résistance aux antibiotiques (341) étaient surexprimés: acrEF, mdfA, yhiV (mdtF) et, dans une 
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moindre mesure, acrD et tehA, suggérant que l'augmentation de l'efflux chez E. coli est un 
phénomène global, qui implique plusieurs pompes appartenant à différentes familles. 
La pression antimicrobienne induite par la FOX entraînait à la fois une augmentation de 
l’efflux et une réduction de l’influx. Les systèmes d’efflux étaient particulièrement 
surexprimés dans le cas du mutant MECB5-FOX chez lequel le répresseur AcrR n’était plus 
fonctionnel. Comme indiqué dans le paragraphe 4.2.1.4 de ce manuscrit, de nombreuses 
mutations inactivatrices du gène acrR ont été décrites chez les entérobactéries. A notre 
connaissance, c’est la première fois que l’association d'une délétion et d’une insertion d’IS1 
est impliquée dans le décalage du cadre de lecture de acrR.  Pour les trois mutants 
sélectionnés par la FOX, la perte de l’expression de ompF n’était pas associée à celle de 
ompC. Cette différence d’expression peut être expliquée par les activités accrues de micF et 
des gènes codant pour le système de contrôle à deux composants EnvZ-OmpR.  
Les variations les plus importantes de l'efflux et de l'influx membranaires étaient observées 
chez les mutants pour lesquels le régulateur global de la MDR, MarR, n’était plus fonctionnel 
(MECB5-FOX, CFT073-CMP). Chez E. coli, une espèce dépourvue du système ramR/ramA, 
l'activation de MarA, objectivée chez la quasi-totalité des mutants générés, semble être le 
paramètre-clé de l’acquisition de la résistance. Les autres membres de la famille d’activateurs 
transcriptionnels AraC/XylS, SoxS et Rob, apparaissent moins impliqués dans la régulation de 
la MDR. En revanche, le récepteur du quorum sensing SdiA semble jouer un rôle important, 
notamment chez les souches ST131 pour lesquelles son activité était augmentée dans toutes 
les conditions de pression antibiotique. Son implication propre est difficilement appréciable 
dans cette étude, du fait de la surexpression concomitante de MarA chez la plupart des 
mutants ST131. 
Le mutant ST131 H30-Rx élevé en conditions subinhibitrices de FOX a été obtenu 
rapidement (70 jours de subcultures) et possédait à la fois des mutations dans le régulateur 
global de la MDR (MarR) et le répresseur local de l’efflux (AcrR). Ces résultats interrogent 
quant à l’utilisation de la FOX dans le traitement prolongé des infections à E. coli producteurs 
de BLSE et le risque d’échec thérapeutique encouru (16, 17). 
Jusqu’alors, peu d’études s’étaient intéressées à la relation entre les modifications de la 
barrière membranaire et la pathogénicité de E. coli (378, 379, 438). Dans ce travail, l’impact 
de ces modifications chez E. coli étaient en accord avec les travaux menés chez 
K. pneumoniae, S. enterica ou E. aerogenes (18–20, 436, 437). La surexpression des systèmes 
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d’efflux (mutants CMP) était associée à un potentiel de virulence augmenté chez C. elegans. 
A l’inverse, l’imperméabilité seule (mutant MECB5-ETP), ou associée à de l’efflux (mutants 
FOX), engendrait un allongement de la durée de survie des vers. Le potentiel de virulence 
inchangé observé chez la souche CFT073-CMP peut être expliqué par la diminution de 
l'expression de ompF, en réponse à la surexpression de micF chez ce mutant pour lequel le 
gène marR était prématurément interrompu par un codon stop. Une autre explication possible 
est que le modèle C. elegans pourrait être moins sensible dans l’étude des souches très 
virulentes, comme CFT073. 
Par leurs pompes à efflux, les bactéries exportent des facteurs de virulence importants pour 
leur pathogénicité (adhésines, toxines, système de capture du fer) (390), ce qui permet 
d’expliquer l’augmentation du potentiel de virulence des mutants sélectionnés par CMP. Les 
sels biliaires et les acides gras, présents dans le tractus digestif de l’Homme et des animaux, 
sont également des substrats des pompes d’efflux (389). Il a été montré chez S. enterica qu’un 
système d’efflux AcrAB-TolC fonctionnel était indispensable à la colonisation persistante de 
l’intestin chez le poussin (19). Il serait intéressant d’étudier la capacité de colonisation 
digestive des mutants générés dans cette étude, par exemple chez un modèle murin prétraité 
par streptomycine comparable à celui utilisé par Vimont et coll. (264), afin de savoir si la 
surexpression de l’efflux représente un avantage dans la capacité de colonisation intestinale 
de E. coli.  
Un autre facteur pourrait expliquer les variations de virulence observées in vivo : la 
modification du « fitness » des mutants générés. Nous avons ainsi montré que les mutants-
CMP, qui étaient les plus virulents chez C. elegans, étaient également les mutants les plus 
mobiles lors des tests de « swimming ». A l’inverse, la capacité de « swimming » des 
mutants-FOX était très affectée. La mobilité a été décrite comme un facteur de pathogénicité 
important des UPEC (458) et on peut supposer que ces différents comportements ont pu 
influencer la virulence des souches. En revanche, la diminution du potentiel de virulence de la 
souche MECB5-ETP ne semble pas être liée à une variation de la mobilité de cette souche.  
La formation de biofilm est un autre facteur de pathogénicité important puisqu’elle permet 
aux bactéries de se protéger de l’action du système immunitaire (270). En accord avec les 
travaux publiés récemment par Olesen et Shin (273, 274), nous avons montré que la souche 
MECB5 productrice de CTX-M-15 et appartenant au sous-clone H30-Rx n’était pas capable 
de former un biofilm précoce en 48h. La souche S250, qui appartient au sous-clone H22, 
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formait un biofilm précoce très rapidement. La capacité à former du biofilm ne semble donc 
pas expliquer le succès du sous-clone H30-Rx, largement dominant depuis le milieu des 
années 2000 (217, 273). La pression de sélection antibiotique influençait la capacité à former 
du biofilm de la même manière que la virulence : les cinétiques de production de biofilm 
étaient globalement accélérées chez les mutants sélectionnés par CMP et ralenties chez les 
mutants sélectionnés par ETP et FOX. Il a été rapporté que des concentrations subinhibitrices 
en antibiotiques (aminosides, tétracyclines, fluoroquinolones) favorisaient la formation de 
biofilm (459). De plus, l’expression des systèmes d'efflux est un facteur essentiel de la 
formation de biofilm chez E. coli (440). Le retard dans la formation de biofilm observée chez 
les mutants sélectionnés par FOX, malgré la surexpression des pompes à efflux, pourrait être 
expliqué par la moindre mobilité des souches, qui est un paramètre essentiel à l'organisation 
d’un biofilm chez E. coli (460). La diminution de la formation de biofilm chez les souches 
élevées par ETP pourrait provenir d’un effet inhibiteur des carbapénèmes, comme cela a été 
démontré chez A. baumannii (461).  
Une analyse transcriptomique des mutants générés, par « RNA sequencing » ou 
« microarrays », fait partie de nos perspectives de recherche immédiates. Il serait intéressant 
d’étudier l’expression des gènes impliqués dans la virulence (systèmes de capture du fer, 
toxines, hémolysines, facteur de résistance à la bactéricidie du sérum, peptidases de la 
membrane externe, bactériocines…), l’adhésion (adhésines des fimbriae, recombinases 
impliquées dans le « fim switch », curline), la mobilité (régulateurs de la biosynthèse du 
flagelle), et la formation de biofilm (synthèse des polysaccharides de la matrice 
extracellulaire, régulateurs).  
Il serait également intéressant de complémenter les mutants présentant des mutations 
inactivatrices dans les régulateurs de la MDR (marR et/ou acrR) par des gènes codant pour 
des régulateurs fonctionnels et observer si les phénotypes de résistance et de virulence des 
souches parentales s’expriment à nouveau.  
Un autre projet de recherche immédiat est l’analyse du potentiel de virulence chez un second 
modèle d’étude de la virulence in vivo disponible dans notre Unité : les embryons de poissons 
zèbre. Ce modèle, à la différence de C. elegans, est doté d’un système immunitaire adaptatif 
(462). De plus, l’embryon du poisson zèbre est transparent et de petite taille. Ces 
caractéristiques permettent, à la suite de l’injection intraveineuse d’une souche bactérienne 
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exprimant le gène codant pour la GFP, de suivre la progression de l’infection dans l’animal 
entier. Elles permettent également de suivre la réponse immunitaire mise en place par 
l’embryon suite à la bactériémie en marquant les macrophages ou les polynucléaires par un 
fluorochrome différent (463). Ce modèle serait donc un candidat idéal pour étudier la réponse 





La diffusion des entérobactéries MDR à l’échelle mondiale constitue une menace de santé 
publique majeure. La première partie de cette thèse s’est intéressée à l’épidémiologie 
moléculaire des souches d’entérobactéries MDR isolées dans les infections et les 
colonisations des patients hospitalisés en Languedoc-Roussillon, en France, et dans un pays 
où cette épidémiologie est encore peu connue, l’Algérie. Nous avons montré, dans notre 
région et au niveau national, que la résistance aux carbapénèmes était essentiellement liée à 
des modifications de la perméabilité membranaire. Toutefois, des clones épidémiques 
producteurs de carbapénémases, qui regroupent notamment des isolats de K. pneumoniae 
producteurs des enzymes OXA-48 ou NDM, progressent actuellement dans le Sud de la 
France. La vigilance vis-à-vis de cette progression s’impose et de nouvelles études 
épidémiologiques seront menées dans les mois à venir. 
Dans la seconde partie de ce travail, nous avons étudié les mécanismes régissant l’influx et 
l’efflux des antibiotiques chez le clone E. coli ST131. Nous avons mis en évidence une 
remarquable adaptabilité de ce clone mondial à la pression antibiotique. Chez les isolats 
appartenant au sous-clone en pleine expansion, H30-Rx, l’imperméabilité membranaire 
conduit à un niveau élevé de résistance à toutes les β-lactamines et laissent peu d'options 
thérapeutiques, au regard des co-résistances hébergées par ce sous-clone. Néanmoins, cette 
adaptation crée un désavantage physiologique associé à un faible potentiel de virulence de la 
bactérie. A l’inverse, les isolats surexprimant leurs systèmes d’efflux constituent une réelle 
menace en termes de capacité de colonisation et de virulence chez l'hôte. 
Deux perspectives de recherche nous semblent actuellement prioritaires : i) l’étude des 
variations du profil transcriptomique des mutants d’influx et/ou d’efflux afin de comprendre 
quels sont les acteurs de la virulence, de la mobilité et de la formation du biofilm responsables 
des phénotypes observés, ii) l’étude de la virulence des mutants résistants chez un second 
modèle, les embryons de poissons zèbre, afin de mettre en évidence d’éventuelles 
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